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96 d 1. Mitteilung iiber die Chemie der Tumoren!) 
Von 

01 = Fritz Kég] und Hanni Erxleben 

08 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1939) 


7 _— 


9} : 1. Uber den heutigen Stand des Problems 


Bei einer Erérterung iiber das Krebsproblem ist es angezeigt, 
yon vornherein zwischen iuBeren und inneren Ursachen (bzw. 
,remote and proximate causes“) zu unterscheiden, also zwischen 
den zahlreichen und sehr verschiedenartigen ,,krebsauslésenden 
Reizen“ und der O6rtlichen intracellularen Verinderung, die das 
autonome Wachstum zur Folge hat. Die vorliegende Arbeit be- 

schiftigt sich hauptsaichlich mit dieser inneren Ursache. 
Der Besprechung der itiologischen Geschwulsttheorien stellt 
M. Borst?) den Satz voran: ,Uber die letzte Ursache der Ge- 
schwulstbildung wissen wir nichts“. In der Tat hat die Krebs- 
forschung in jahrzehntelanger intensiver Arbeit zwar ein gewaltiges | 
Tatsachenmaterial zusammengetragen, aber die Ursache der malignen 
Entartung ist nach wie vor ein Ratsel. Nachdem man lange Zeit 
| vergeblich nach einem universellen Geschwulsterreger gesucht hat, 
. — ist seit Jahren mehr und mehr die Erkenntnis in den Vordergrund 
getreten, daB es sich bei der malignen Entartung um ein Problem 





A- 

Ny des Wachstums handelt. Es ist hier nicht der Ort, auch nur in 

: groBen Ziigen die Entwicklung der Krebsforschung zu besprechen; 

; wir méchten uns vielmehr darauf beschrinken, einige Sitze aus dem 

D 1936 erschienenen Artikel von M. Borst*) anzufiihren, in denen ee 
n der Stand der Dinge in klaren Worten zum Ausdruck kommt: i 4 
T : a 4 
k *) Am 28. Januar 1939 vorgetragen in der Koninklijke Nederland sche 
. | Akademie van Wetenschappen, Amsterdam (vgl. Verhandelingen Kon. Ned. 
n , Akad. Wetensch. Amsterdam, im Druck). 


5 | _ *) In L, Aschoff: Pathologische Anatomie, 8. Auflage; 1936, Jena, 
- \ erlag G. Fischer, 1. Band, S. 614. 
a *) Vgl. FuBnote 2, und zwar S. 621 und 623. 
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»Vieles drangt dahin, in den Zellen selbst die wichtigstey 
geschwulstbildenden Faktoren zu suchen. In einer primirey, 
fundamentalen Wesensverinderung der Zelle glaubt may 
die Grundlage der Geschwulstbildung zu sehen.“ 

»Vabei denkt man gegenwiirtig an die Méglichkeit einer 
Mutation der Kérperzellen, die im Laufe fortgesetzt gestirter 
Regenerationen zustande kommen soll. Eine morphologische Basis 
fiir eine derartige Mutation (spezifische Chromosomeniinderung) 
ist aber bisher nicht aufgezeigt worden.“ 

» Wenn so das Hauptgewicht auf die Natur der Geschwulst- 
zellen gelegt wird, so soll auch hier noch einmal ausdriicklich 
betont werden, daB die Wachstumskrifte der Zellen durch die 
geweblichen Verbinde, die der Gewebe durch die Hinfiigung 
in den Organverband, die der Organe durch die Einordnung in 
Systeme sowohl geférdert wie gehemmt werden. Das soll heifen, 
daB die geschwulstmaBige Wachstumsentartung der Zellen auch 
durch Faktoren mitbestimmt wird, die auBerhalb der Elementar- 
teile liegen. Das ist — neben der cellularen — die organis- 
mische Betrachtungsweise.“ 

, Wie Zellen mit normalem Wachstumstrieb zu wild wuchern- 
den Geschwulstzellen werden kénnen, das ist die Hauptfrage. Sie 
wird mit der Annahme einer inneren Wesensinderung der Zellen 
vorlaufig hypothetisch beantwortet.“ 

Die Probleme des normalen Wachstums, welche in unserem 
Laboratorium seit einer Reihe von Jahren bearbeitet werden. 
brachten es von selbst mit sich, daB wir uns gedanklich auch 
mit dem Gegensatz zwischen sinnvollem und sinnlosem Wachstum 
beschiftigten. Wir hielten es in diesem Zusammenhang nicht fiir 
iiberfliissig, gelegentlich einmal darauf hinzuweisen‘), daf das 
Zustandekommen eines ,,normalen“ Gewebes letzten Endes griBere 
Ratsel birgt als jenes eines chaotischen Zellgefiiges ... Nachidem 
mit der Isolierung der Auxine chemisch definierte Wuchsstotie 
bekannt geworden waren und es sich gezeigt hatte, daf solche 
Stoffe auch in Tumoren biologisch nachweisbar ) sind, blieb ¢s 
nicht aus, daB diesem Befund eine spezifische Bedeutung fiir as 
Tumorwachstum zugemessen wurde®) Wir haben eine solche 
Funktion der Auxine fiir sehr unwahrscheinlich gehalten’), und 


*) Z. Krebsforsch. 40, 207 (1934). 

5) Chemisch Weekblad 29, 250, 317 (1982). 
°) Naturw. 20, 721 (1932). 

’) Diese Z. 220, 166 (1933). 
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in der Tat ist in der Zwischenzeit keine Arbeit bekannt geworden, 
die zu einer anderen Auffagsung gefiihrt hitte. Natiirlich hat 
man sich in einer Zeit intensivster Bearbeitung von Hormonen 
und Vitaminen die Frage vorgelegt, welche Bedeutung diesen 
Wirkstoffen fiir das Geschwulstwachstum zukommt oder zukommen 
kjnnte. Besonders eingehend sind in dieser Richtung die Hormone 
der Oestrongruppe untersucht worden. Wie A. Butenandt’) 
kiirzlich hervorhob, ist bisher keine physiologisch bedeutsame 
Substanz bekannt, die als solche zu den carcinogenen Stoffen zihlt. 

Die carcinogenen Stoffe des Laboratoriums stehen seit einigen 
Jahren im Mittelpunkt der experimentellen Krebsforschung. Nach- 
dem EK. L. Kennaway’®) und J. W. Cook im 3,4-Benzpyren den 
wichtigsten krebserregenden Stoff des Steinkohlenteers erkannt 
hatten, ergab sich die Arbeitshypothese’’), daB die Ursache der 
malignen Entartung in einer anormalen Umwandlung des Steroid- 
skeletts zu suchen sein kénnte. Diese Vorstellung gewann durch 
die starke carcinogene Wirkung des Methyl-cholanthrens, eines 
im Laboratorium aus Desoxycholsiiure erhiiltlichen Kohlenwasser- 
stofis, sehr an Uberzeugungskraft. Die weitere Entwicklung dieser 
Forschungsrichtung ist wiederholt Gegenstand zusammenfassender 
Darstellungen!!) gewesen, so daB sich hier eine nihere Besprechung 
ertibrigt. 

In scheinbar uniiberbriickbarem Gegensatz zu den Erfahrungen 
mit carcinogenen Kohlenwasserstoffen und ihnlichen Verbindungen 
steht die Virus-Hypothese der Krebskrankheit. _ ,,Filtrierbare 
Tumoren“ — d. h. also Geschwiilste, die zellfrei iibertragen werden 
kénnen — kommen fast nur beim gewoéhnlichen Hausgefliigel 
(Rous-Sarkome) vor. Bei Siugetieren ist bisher vor allem das 
Shopesche Kaninchenpapillom als analog iibertragbarer Tumor 
bekannt geworden; J. W. Beard und R. W. G. Wykoff!*) haben 
hieraus durch Ultrazentrifugation ein Virus abtrennen kénnen, 
fiir das ein Molekulargewicht von etwas mehr als 20000000 ge- 
funden wurde. Beziiglich der zahlreichen Arbeiten tiber das 


‘) Neuere Ergebnisse auf dem Gebiete der Krebskrankheiten, Verlag 
Hirzel, Leipzig 1937, S. 75. 

*) Chem, and Industry 51, 521 (1932). 

*) J. W. Cook u. E. C. Dodds, Nature 131, 205 (1933). 

") Vgl. J. W. Cook u. E. LL. Kennaway, Amer. J. Cane. 33, 50 (1938); 
E. C. Dodds, Lancet 235, 251 (1938); A. Butenandt, Arch. f. exper. Path. 
190, 74 (1938). 

”) Science 835, 201 (1937). 
5 * 
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filtrierbare Agens aus Rous-Sarkomen sei auf die Ubersicht yoy 
W. E. Gye?) verwiesen. Der Hypothese, daB analoge Stoffe z, B. 
auch bei der Krebserzeugung durch 3,4-Benzpyren oder Methyl. 
cholanthren eine Rolle spielen, wird vor allem entgegengehalten, 
daB dann alle méglichen spezifischen Vira ubiquitir und in nicht. 
pathologischem Zustande im normalen Organismus vorkommen 
miiBten 14), 

Die verwirrende Vielheit der Erscheinungen lieB manchen 
daran zweifeln, ob es tiberhaupt einen ,,Generalnenner“") giibe, 
ob nicht vielmehr ,,das Problem der inneren Ursachen des Krebses 
vollkommen unlésbar sei“19), 


2. Uber das Wesen der malignen Entartung 


Das normale Wachstum beruht auf dem harmonischen Zu- 
sammenspiel fordernder und hemmender Stoffe. Bekanntlich gibt 
es Tumoren, die sehr langsam wachsen, so daB beispielsweise in 
einem graviden weiblichen Organismus ein Embryo zur normalen 
Entwicklung gelangt, wihrend gleichzeitig in der Geschwulst nur 
verhaltnismiéBig wenig neues Gewebe produziert wird. Diese 
Gegeniiberstellung zeigt eindringlich, da8 Ernihrungsfaktoren und 
Konzentration der verschiedenen zirkulierenden Wirkstoffe fiir sich 
allein niemals fiir den fundamentalen Unterschied zwischen sinn- 
vollem und sinnlosem Wachstum verantwortlich sein kénnen. Wenn 
die ,,Schliissel* in beiden Fallen gleich, der Effekt aber villig 
verschieden ist, dann kann der ausschlaggebende Unterschied nur 
in dem betreffenden ,,SchloB“ gelegen sein; leider wissen wir iiber 
den chemischen Bau jener Stellen des Organismus, an denen die 
verschiedenen Regulatoren eingreifen, iuBerst wenig. Wir kénnen 
héchstens sagen, daB es sich hierbei in erster Linie um Proteine 
handeln wird, also um Verbindungen, deren Feinbau das am 
wenigsten bekannte Gebiet der Naturstoffchemie darstellt. Grobe 
Verinderungen — nach denen man viel gesucht hat — waren 
bisher im Tumorgewebe jedenfalls nicht festzustellen. Anderen 
Verinderungen konnte man keine besondere Bedeutung zuerkennen, 





13) Arch. f. exper. Path. 190, 92 (1938). 
4) Vgl. z. B. British Med. J. 1938, 831 und Arch. f. exper. Path. 190, 
114 (1938). 

**) W. Hueck: Morphologische Pathologie, 1937, Verlag G. Thieme, 
Leipzig, S. 335. 

18) Vgl. 15), und zwar S. 94; vgl. auch Brit. Med. J. 19388, 1317: ,,The 
idea has long been abandoned that the ,cause of cancer‘ will be discovered ..-" 
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iiberdies sind sie haufig offensichtlich Folge und nicht Ursache 
der malignen Entartung. Letzteres gilt ja anscheinend auch von 
dem bedeutsamsten — aber in diesem Zusammenhang nicht naher 
zu diskutierenden —- Unterschied, der von O. Warburg!’ ent- 
deckten aéroben Milchsiuregirung der Tumorzelle. 

Weitergefiihrt hat uns schlieBlich die Koppelung zweier Er- 
fahrungsreihen, Die chemische Erforschung vieler Wirkstoffe 
lehrte, daB nicht nur Abweichungen in der Struktur des Molekiils, 
sondern auch scheinbar geringfiigige sterische Anderungen die 
biologische, Wirksamkeit ganz wesentlich beeinflussen kénnen. 
So ist haufig ein betriachtlicher Aktivititsunterschied optischer 
Isomerer beobachtet worden; wir verweisen als Beispiel auf die 
yon uns dargestellten Antipoden eines pflanzlichen Wuchsstoffs, 
der «-(6’-Indolyl)-propionsiure !*). Das genannte Prinzip hat zur 
Konsequenz, daB ein gegebener Antipode verschieden stark wirksam 
sein kénnte, wenn an der Erfolgsstelle in einem Fall die 1- und im 
anderen die d-Konfiguration vorlige. Von diesem Gedankengang aus- 
gehend fanden wir den AnschluB an eine zweite Erfahrungsreihe. 

Die durch Hydrolyse der Proteine des Tier- und Pflanzen- 
reichs erhiltlichen Aminosiiuren zeigen teils Links- teils Rechts- 
drehung. Es wurde aber bei jeder aus KiweiB isolierten Amino- 
siiure jeweils wieder der gleiche Drehungssinn beobachtet. In 
den letzten 30 Jahren haben sich eine Reihe von Forschern’®) 
mit dem scheinbar sehr ,,theoretischen“ Problem der Konfigurations- 
bestimmung der Aminosiuren beschaftigt. Hierbei ergab sich, 
daB die EiweiBbausteine — soweit ihre Konfiguration aufgeklart 
wurde — alle der gleichen sterischen Reihe angehéren. Sie 


erhielten im Sinne der von E. Fischer eingefiihrten Schreibweise 
COOH 


die Projektionsformel H,N-G-H und werden nach der leider nicht 


| 
R 


“) Vgl. Naturw. 15, 1 (1927). 18) Ebenda 28, 469 (1937). 

‘) DaB die natiirlichen Formen von Alanin, Serin und Cystin die 
gleiche Konfiguration besitzen, wurde bereits von E. Fischer u. K. Raske 
festgestellt: Ber. chem. Ges. 40, 3717 (1907); 41, 893 (1908). Spiter haben 
vor allem P. Karrer u. Mitarbeiter die Gruppe in dhnlicher Weise aus- 
gebaut, wie es bei den einfachen Oxysiuren geschehen ist; vgl. Helvet. Chim. 
Acta 6, 957 (1925); 8, 360 (1925); 9, 301 (1926); 13, 50 (1930); 15, 746 (1932): 
18, 782 (1935). Vgl. ferner K. Freudenberg u. Mitarbeiter, Ber. chem. Ges. 
at, 1547 (1924), sowie P. A. Levene, Rev. Chim. pure appl. 2, 179 (1925). 
Vgl. auch die Besprechung der einschligigen Probleme in K. Freuden- 
berg, Stereochemie, Leipzig und Wien 19338, Verlag F. Deuticke. 
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allgemein verwendeten systematischen Nomenklatur mit dem 
Praefix 1(+) bzw. 1(—) bezeichnet. Man kann diese Nomenklatyr 
auch auf die KiweiBkérper ausdehnen und von 1-Proteinen sprechep, 
wofiir bisher allerdings kein Bediirfnis. bestand. Da nicht ny 
bei den EiweiBbausteinen, sondern auch sonst in der Natur niemals 
d-Aminosaéuren oder deren Derivate aufgefunden worden sind, ist 
es allgemein iiblich geworden, von den J-Aminosiuren als den 
,ynatiirlichen* Aminosiuren zu sprechen. Die erste Ausnahme 
ist im Jahre 1935 bekannt geworden; W. A. Jacobs") und [, 
C. Craig erhielten némlich bei der Hydrolyse von Ergotinin 
d(+)-Prolin [neben 1(—)-Phenylalanin] und sprechen mit Recht 
von ,, most unique occurence in the appearance of the unnatural 
proline“, Vor zwei Jahren wurde durch Mitteilungen yon 
C. Ivanovics und V. Bruckner®!) ein zweiter Fall dieser Art 
bekannt; diese Autoren fanden, daB die immunspezifische Kapsel- 
substanz der Milzbrandbazillen eine polypeptidartige Verbindung 
darstellt, die ausschlieBlich aus d(—)-Glutamiusiure?*) aufgebaut 
ist und vermutlich die gegen die proteolytischen Enzyme der 
héheren Organismen empfindlichen Bakterienzentren als ,.ferment- 
resistenter Schild“ zu schiitzen vermag. Fiir unser Problem 
folgt aus den genannten Fillen, daB es in der Natur auch 
Fermente gibt, die Aminosiuren der d-Reihe peptidartig ver- 
kuiipfen kénnen. 

Wir haben nunmehr das Tatsachenmaterial dargelegt, aus 
dem sich unsere Fragestellung ergeben hat: Konnte es sich 
bei der malignen Entartung nicht um stereochemische 
Verainderungen handeln in dem Sinne, daB in den Tumor- 
proteinen neben Bausteinen der ]-Reihe auch solche der 
entgegengesetzten Konfiguration vorkommen? An und 
fiir sich gilt unser Gedankengang natiirlich auch fir andere 
asymmetrische Kérpersubstanzen, wie z. B. Zucker und Steroide. 
Man hat jedoch viele Griinde, die Proteine bzw. die Aminosiuren 
in den Vordergrund zu stellen, da sie wie keine andere Stofi- 
gruppe aufs engste mit den Lebenserscheinungen verkniipft sind. 

Wenn unsere Vorstellung richtig war, muBten bei der Siiure- 
hydrolyse von Tumorproteinen Aminosiuren erhalten werden, dic 


2) J. of Biol. Chem. 110, 522 (1935). 

2!) Naturw. 25, 250 (1937); Z. Immunit.forsch. 90, 804 (1937); Diese Z. 
947, 281 (1937). 

**) In den Originalarbeiten nach der alten Nomenklatur als ,,l-Glutamin- 
siiure“ bezeichnet! 
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mebr oder weniger racemisiert sind. Zu unserer Uberraschung 
war in der umfangreichen Literatur iiber die Chemie der Krebs- 
zelle keine einzige Arbeit zu finden, die eigene Versuche in dieser 
Richtung eriibrigt hatte. 


3. Untersuchung der Aminosaéuren aus Tumorproteinen 

Zur experimentellen Priifung unserer Fragestellung war es 
zuniichst nicht erforderlich, von ,,einheitlichen“ Proteinen aus- 
gugehen. Ks war nur von Wichtigkeit eine Fraktionierung an- 
gzuwenden, bei welcher niedrigmolekulare Zellbestandteile aus 
dem Ausgangsmaterial praktisch véllig entfernt wurden, so dab 
die aus den Hydrolysaten isolierten Aminosiuren sich urspriinglich 
sicher im EiweiBverband befunden haben. 


Fraktionierung und Hydrolyse. Wir haben den Gewebe- 
brei mit der 6fachen Menge 0,6°/,iger Natriumchlorid-Lésung 
und etwas Toluol versetzt, durchgeschiittelt und einen Tag bei 0° 
aufbewahrt. Die nach dem Zentrifugieren oder evtl. Filtrieren 
erhaltene Salzlésung’ wurde mit dem 4 fachen Volumen Athanol 
gefiillt, die Fallung mit wiBrigem Athanol griindlich ausgewaschen 
und nach dem Trocknen bei 110° mit der 3fachen Gewichts- 
menge Salzsiiure (s = 1,19) 7 Stunden zum schwachen Sieden er- 
hitzt. Derartige durch Athanolfiallung erhaltene Kiweiffraktionen 
wurden fiir die Versuchsserien verwendet, deren Ergebnisse in 
den Tab. I~—IV niedergelegt sind. Bei der Versuchsserie V (vgl. 
Tab. V) wurde auBer der durch Athanol gefiillten EiweiBfraktion 
auch der in der Salzlésung unldsliche Geweberiickstand nach 
sriindlichem Auswaschen mit Wasser und Athanol in gleicher 
Weise hydrolysiert, die beiden Hydrolysate vereinigt und zusammen 
aufgearbeitet. 


Aufarbeitung der Hydrolysate?’), Bei der Aufarbeitung 
der Hydrolysate erfolgte zunichst eine Gruppentrennung nach 
H. D. Dakin?‘), wobei wir im Vakuum 86—50 Stunden mit 
Butanol und hiernach noch 4—5 Stunden mit Propanol extrahierten. 
In der zuriickbleibenden waBrigen Lésung, welche die Dicarbon- 
siuren und die Hexonbasen enthilt, wurde die Glutaminsaiure 


*8) Vel. fiir die Arbeitsvorschriften und Literaturangaben vor allem 
die Zusammenfassung von A. Winterstein in G. Klein’s Handbuch der 
Pilanzenanalyse, Verlag J. Springer, Wien 1933. 

*4) J. of Biol. Chem. 44, 499 (1920). 
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als Chlorhydrat gefallt. Aus dem Filtrat lieB sich nach sorgfiltiger 
Entfernung der Salzsiure die Asparaginsiure als Calciumsalz 
in waBrig-alkoholischer Lésung abscheiden; sie wurde iiber das 
Bleisalz und wenn nétig auch noch mehrmals iiber das Kupfer- 
salz gereinigt. Danach haben wir die Hexonbasen in der itiblichey 
Weise mit Phosphorwolframsaure in 5°/, iger schwefelsaurer Lisung 
ausgefallt, so da8 im Filtrat nur noch die Oxyglutaminsiiure 
enthalten war. Letztere wurde in schwach natronalkalischer 
Lésung als Silbersalz abgeschieden und gegebenenfalls iiber das 
Zinksalz und die Strychninverbindung gereinigt. Die Trennung 
der Hexonbasen erfolgte nach der Vorschrift von A. Kossel*§ 
_und F. Kutscher, welche hinsichtlich der Scheidung von Arginin 
und Histidin von H. B. Vickery‘) und C. 8S. Leavenworth ver- 
bessert worden ist. Hierbei werden Histidin und Arginin aus 
einer barytalkalischen Liésung durch Silbersalze gefallt, wabrend 
Lysin in Lésung bleibt; das Silbersalz des Histidins scheidet 
sich aus schwicher alkalischem Milieu ab als jenes des Arginins, 
Zur weiteren Reinigung des Lysins diente zunichst das Phosphor- 
wolframat und danach das Pikrat. Da sich Lysin im Gegensatz 
zu den meisten anderen Aminosiiuren schlecht umkrystallisieren 
laBt, erfolgte die Reinigung bis zur konstanten Drehung durch 
wiederholte Fallung als Pikrat?’). Das aus dem Silbersalz ge- 
wonnene Histidin wurde in der iiblichen Weise iiber das Pikro- 
lonat gereinigt. Beim rohen Arginin war eine nochmalige 
Bereitung des Silbersalzes empfehlenswert, bevor die Abscheidung 
als Flavianat erfolgte. 


Der Propanol-Extrakt, welcher in der Hauptsache Oxyprolin 
und Serin enthalt, wurde durch eine Fallung mit Mercuriacetat 
von den in geringer Menge anwesenden iibrigen Monoaminosiiuren 
befreit. Beim Einengen des Filtrats krystallisierte zunachst Oxy- 
prolin aus; das in der Mutterlauge befindliche Serin wurde 
gewohnlich als Pikrolonat abgeschieden, nur in einem Fall er- 
folgte die Reinigung iiber das Kupfersalz. 


Wahrend der Extraktion mit Butanol scheidet sich bereits 
eine schwerer lésliche Fraktion der restlichen Aminosiuren aus, 


25) Diese Z. 31, 165 (1900). 

2) J. of Biol. Chem. 72, 403 (1927); 75, 115 (1927); 79, 377 (1928). 

27) Die Zerlegung von Pikraten, Pikrolonaten und Flavianaten erfolgte 
durchwegs nach der Methode von H. Miiller [Diese Z. 209, 207 (1932)). 
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die gesondert aufgearbeitet wurde. Sowohl hieraus, als auch aus 
der eingedampften Butanolfraktion wurde das Tyrosin?) als 
Bleisalz?°) erhalten. Nach der Entfernung des Tyrosins wurde 
aus dem zur Trockne eingedampften Riickstand durch wieder- 
holtes Auskochen mit absolutem Athanol das rohe Prolin 
extrahiert. Prolin war eine jener Aminosiuren, bei welcher das 
Isolierungsverfahren von Fall zu Fall variiert werden muBte. So 
haben wir es in zwei Fallen (Versuchsserie I und V) als Pikrat 
gewonnen, in zwei anderen (Versuchsserie II und III) aus Propanol 
krystallin erhalten, nachdem stérende Beimengungen durch eine 
Fillung mit Mercuriacetat entfernt waren. Bei Versuchsserie IV 
war die Verteilung des Prolins (und der restlichen Monoamino- 
siiuren) bei der Butanol-Fraktionierung so ungiinstig, daB das 
Prolin gréBtenteils in den schwerer loéslichen Anteilen enthalten 
war und auf diese Weise bei der Fraktionierung der Kupfersalze 
(vgl. weiter unten) erschien. Die sowohl in Wasser als auch in 
Methanol leicht léslichen Kupfersalze wurden zerlegt, das Prolin 
mit Athanol extrahiert und iiber das Pikrat gereinigt. 


Im weiteren Analysengang wurde aus den in Butanol leicht- 
und schwerléslichen Fraktionen gesondert das restliche Oxy- 
prolin entfernt, indem diese in Wasser gelést und durch Zusatz 
von Methanol (bis auf das Oxyprolin) wieder gefallt wurden. Die 
Methanollésung der schwer léslichen Anteile schied beim Kinengen 
ein Gemisch aus, das neben Valin in der Hauptsache aus den 
Leucinen bestand. Die Leucine wurden als Bleisalze in ammonia- 
kalischer Liésung ausgefillt, nach Zerlegung in die Kupfersalze um- 
gewandelt und durch Extraktion der Salze mit 94°/,igem Methanol 
eine Scheidung**) in Leucin und Isoleucin erzielt. Die rest- 
lichen Aminosduren des Butanolextraktes wurden nach der Methode 
von M. A. B. Brazier*!) einer Fraktionierung ihrer Kupfersalze 
unterworfen. Dabei erhielten wir zunichst eine Trennung in 
wasserunldsliche (Phenylalanin, Leucine) und wasserlésliche Kupfer- 
salze (Glykokoll, Alanin, Valin, event. Prolin und Glutaminsiure). 


Die unldsliche Fraktion der Kupfersalze wurde nach der 
Zerlegung in die Zinksalze tibergefihrt und aus deren Gemisch 


*5) Bei Versuchsserie I ist Tyrosin ausnahmsweise direkt aus den 
schwerléslichen Anteilen isoliert und umkrystallisiert worden. 
®) P. A. Levene u. D. D. van Slyke, J. of Biol. Chem. 8, 285 (1910). 
*) P. A. Levene u. D, D. van Slyke, J. of Biol. Chem. 8, 391 (1910). 
31) Biochemie. J. 24, 1188 (1930). 
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durch Extraktion das wasserlisliche Zinksalz des Phenylalanins 
erhalten. Der unlésliche Riickstand, welcher aus den Zinksalze) 
der noch nicht abgeschiedenen Leucine bestand, wurde zerlegt 
und in der oben beschriebenen Weise durch Fraktionierung der 
Kupfersalze in Leucin und Isoleucin aufgeteilt. 


Die in Wasser léslichen Kupfersalze haben wir durch Ky. 
traktion mit absolutem Methanol in zwei Fraktionen zerlect, 
Der in Methanol unlésliche Riickstand wurde in die Bariumsalze 
iibergefiihrt und gepriift, ob sich mit Athanol das glutaminsaure 
Barium ausschied. Die hierauf wiederum dargestellten Kupfer- 
salze haben wir einer fraktionierten Krystallisation aus Wasser 
unterworfen, wobei zunichst die Kupferverbindung von Glykokoll 
und dann jene des Alanins ausfiel. Die in Methanol ldslichen 
Kupfersalze wurden (event. nach Entfernung des Prolins) in die 
Zinksalze umgewandelt und diese mit absolutem Methanol 
behandelt. Aus dem nunmebr unléslichen Riickstand haben wir 
das Valin gewonnen, wihrend es in keinem Fall gelang, aus den 
geringen Mengen lislicher Zinksalze Oxyvalin zu erhalten. 


In der vorstehenden Beschreibung konnte der Analysengang 
selbstverstindlich nur in groBen Ziigen angegeben werden; fiir 
Nacharbeitungen und event. nétige Variationen ist die Original- 
literatur einzusehen. Kine Analyse von Kiweifhydrolysaten — wie 
sie fiir unsere Problemstellung erforderlich ist — bietet natiir- 
lich mancherlei neue Schwierigkeiten. Abgesehen davon, daf 
gleichartiges Tumormaterial jeweils nur in beschrinkter Menge 
zur Verfiigung steht und deshalb méglichst viele Aminosiiuren 
in einem Analysengang isoliert werden muBten, war es 
von vornherein erforderlich, alle Methoden zu vermeiden, be! 
denen die Gefahr einer nachtriglichen Racemisierung bestand. 
Aus der Literatur ist zu entnehmen, daB einige Aminosiiuren 
— und zwar Serin**), Prolin**), Cystin®4) und angeblich auch 
Alanin**) — bei der iiblichen Siurehydrolyse teilweise racemisiert 
werden. Da diese Aminosiiuren aus diesem Grunde von der 


82) Vgl. E. Fischer u. W. A. Jacobs, Ber. chem. Ges. 39, 2942 (1906); 
E. Fischer, Ber. chem. Ges. 40, 1501 (1907). 

38) Vel. E. Fischer, Ber. chem. Ges. 39, 591 (1906); E. Fischer 1. 
G. Reif, Liebigs Ann. 363, 122 (1908). 

34) W. F. Hoffman u. R. A. Gortner, Amer. chem. Soe. 44, 341 (1922); 
G. Toennies u. M. A. Bennett, J. of Biol. Chem. 112, 39, 493 (1936). 

3°) Vgl. A. Winterstein’’), und zwar S. 41. 
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11ns Diskussion zunichst auszuschliefen waren, haben wir in den meisten 
zen Fillen darauf verzichtet, sie bis zu konstanten optischen EKigen- 
‘leet schaften umzukrystallisieren. Auf die Isolierung von Cystin 
der haben wir aus demselben Grunde vorliufig keinen Wert gelegt. 

Selbstverstiindlich haben wir die iibrigen Aminosiiuren mit aller 
ly. Sorgfalt gereinigt, bis die Anderung der optischen Drehung 


innerhalb der Fehlergrenze lag. Beziiglich der Loésungsmittel, 























legt, Nb | 
alz die zum Umkrystallisieren bzw. fiir die Bestimmung der spezi- 
alze ' 
vane fischen Drehung verwendet wurden, sei auf die folgende Zusammen- 
7 R ¢ verwilesen: 
in. stellung verwlesen 
sser srestneeennteneieeeetatpeipnneeeete ete peee Nee A TTT 
ol] ” , Los tte] | Prozent- 
on Lésungsmittel 4zosungsmittel | gehalt 
hen a zum Umkrystall. ee a eee eet eee eee 
die bei der Drehungsbestimmung 
nol pT ee Wasser Wasser 9 
Wir a verd. HCl 20°/, HCl 3 | 
den Asparaginsiiure . . . Wasser 10°/, HCl 4 
Glutaminsiure HCl . 20°/, HCl 9°, HCl 5 
Glykokoll, ..... , Wasser _— — 
woe a Wasser Wasser 3 
abe Joolew@in . 2. ss 70°), Athanol 20°/, HCl 4 
fiir aa a 95°/, Athanol 20°, HCl 3 
val- Lysin ..... . . |Zerlegung d. Pikrats Wasser 8 
: Oxyglutaminsiiure . . 70°), Methanol 20°, HCl 2 
wie Oxyprolin. .... . Wasser Wasser 3 
ii’ Phenylalanin . . . . Wasser Wasser 2,5 
1a8 Pe ee es eS eS Propanol Wasser 3,3 
, Serin. . . . . . . . {Zerlegung d. Pikrats n-HCl 3 
nge TS ew ee Wasser 21°/, HCl 4 
rell YO os 6 we wee O Wasser 20°, HCl 3 m 
bel Beziiglich der Beschaffung des Tumormaterials ist zu bemerken, | 
nd, da geschlossene Geschwiilste von mindestens 100 g, wie wir sie | 
ren fiir die folgenden Versuche nétig hatten, nicht leicht zu erhalten | 
ich sind. Durch das Entgegenkommen von Herrn Prof. de Snoo, 
ert sowie von Herrn Prof. Laméris konnten wir jedoch verschiedene 
ler Carcinome unmittelbar nach der Operation verarbeiten. Die 


gesamten tierischen Tumoren, sowie das Mamma-Carcinom (Tab. VI, 
Nr. 985) wurden im Physiologisch-chemischen Laboratorium der 
I. G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, nach unseren Angaben 
iL. extrahiert und hydrolysiert, so dab die Hydrolysate versandt 
werden konnten. 

Unsere Versuchsergebnisse sind in den T'ab. I—V zusammen- 
gefaBt. 
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Tabelle I 
Normale Kalbslunge 


(Alkoholfillung aus NaCl-Extrakt) 





\ Annee 











Aminosiuren Ausbeute (mg) 
RS 56 go ie. a sare oi 540 
Arginin . . 545 
Asparaginsiiure. . 680 
Glutaminsiiure . . nicht isoliert 
Glykokoll . . . 520 
Histidin . . -_ 605 
SE 6 4 6 6 we ey 385 
Leucin . 589 
ee ee 585 
Oxyglutaminsdure bac 495 
Oxgprelin.. 1... ++ 190 
Phenylalanin. .... 565 
es» ¢ = saw % 250 
ee eee 285 
Tyrosin ... 350 
ee ke ew 245 











Gef-[elp Lit. [e}p (°) 
+ 9,95 £108 
+24,9 +- 25,0 
425.8 +25,7 
—39,3 — 39,65 
+ 87,85 +87,4 
+15,3 +15,4 
+14,4 +14,6 
+16,1 +16,3 
— 80,5 — 80,6 
— 35,2 —35,1 
— 82,4 — 84,9 
+ 8,38 +14,45 
— 8,74 — 8,64 
+ 28,9 + 28,8 








ee 


ilo d- ‘Form 


1 


1,5 
21,0 


Ausgangsmaterial: 100 g frische Kalbslunge. — EiweiBfallung: 15,6 g. 
Isolierte Aminosiuren: 6,83 g (entsprechend 43,8°/, der EiweiBfillung). 


Tabelle II 


Kaninchennetztumoren (Brown-Pearce) 
(Alkoholfallung aus NaCl-Extrakt) 








Aminostaren 


een 

Arginin 
Asparaginsiure . 
Glutaminsiure .... 
Glykokoll . . . 
6 gw koe 
Tsoleucin. 
Leucin. . 
Lysin . . 
Oxyglutaminsiure. . . 
Oxyprolin ...... 
Phenylalanin. .... 
eS oe ee 
Serin 


s +, ee *» ©@ 


Valin 


se © 2 ‘+ & 52 °e@. 6% 





na bi g) 


160. 
156 

40 

nicht isoliert 

600 
202 
162 
124 
159 
172 
240 
142 
619 
130 
124 
108 








Gef. [o]p (°) y 





Lit. Lelp O] 


+10, 3 
+ 25,0 
425,7 


— 39,65 
+87,4 
+154 
+14,6 
+16,3 
— 80,6 
— 35,1 
-— 84,9 
+14,45 
— 8,64 
+ 28,8 





0 
/) d-Form 


8,5 


4,4 
22,3 


” 
2,1 


Ausgangsmaterial: 212 g frische Tumoren. — EiweiBfillung: 12,5 g. 
Isolierte Aminosiuren: 8,14 g (entsprechend 25,1°/, der Eiweibfillung). 
Die isolierten Aminosiuren enthalten an d-Formen: 6,5 mg 
Lysin, 4,8 mg Leucin, 2,3 mg Valin, d.h. 13,6 mg d-Formen, 
entsprechend 0,004°/,. 
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Tabelle II 


Miusetumoren (Adenocarcinom, Stamm Ehrlich) 
(Alkoholfillung aus NaCl-Extrakt) 














Aminosdiuren Ausbeute (mg) | Gef. [a]p (°) 
Alanin. .. . 164 + 8,5 
Arginin . . 152 + 24,6 
Asparaginsiure . 638 + 25,0 
Glutaminsiure . — 
Glykokoll 535 _ 
Histidin . . . 392 — 38,8 
Isoleucin . 128 + 37,8 
Leucin. . 131 +14,10 
a ee 494 + 13,3 
Oxyglutaminsiure 237 + 18,2 
Oxyprolin . 428 — 80,4 
Phenylalanin . 202 — 35,6 
Prolin. . 1044 — 78,9 
Serin 94 + 9,25 
Tyrosin . . 173 - 8,68 
Valin . 476 +27,0 








Ausgangsmaterial: 301 g frische Tumoren. 








Lit. [a}p (°) 


+10,3 
+ 25,0 
+25,7 





%/, d-Form 


od 
8,7 


3,5 
18,0 


3,1 


— Eiweibfallung: 17,7 g. 


Isolierte Aminosiuren: 5,29 g (entsprechend 29,9°/, der EiweiBfiillung). 


Die isolierten Aminosduren enthalten an d-Formen: 22,2 mg 
Lysin, 5,5 mg Leucin, 14,7 mg Valin, 7,3 mg Oxyglutaminsiure, 
d. h. 49,7 mg entsprechend 0,009 °/,. 


Tabelle IV 


Kaninchennetztumoren (Brown-Pearce) 


(Alkoholfillung aus NaCl-Extrakt) 














Aminosiuren Ausbeute (mg) | Gef.[e]p (°) | Lit. [a]p (") | °/, d-Form 
Alanin, . . 505 + 8,56 + 10,3 8,5 
Arginin . - 157 +248 + 25,0 1,4 
Asparaginsiure. . 360 + 25,0 + 25,7 1,4 
Glutaminsiure . 1850 + 35 +31,7 44,5 
Glykokoll . nicht bestimmt — — — 
Histidin . . 238 — 39,4 — 39,65 
Isoleucin, . 336 + 37,2 +-37,4 
Leucin, . 491 +14,00 +15,4 4,5 
ina, 257 +13,3 + 14,6 4,3 
Oxyglutaminsiure. nicht — — 

aufgefunden 
Oxyprolin 4520 — 78,9 — 80,6 1,1 
Phenylalanin . 372 — 34,8 — 35,1 
Prolin oe 233 — 81,00 — 84,9 2,3 
erin 40 + 8,85 + 14,45 19,4 
Tyrosin . 202 — 8,70 — 8,64 
Valin . 198 +27,5 +28,8 2,3 
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Ausgangsmaterial: 321 g frische Tumoren. — LiweiBfillung: 18 g. 
Isolierte Aminosiuren: 9,75 g (entsprechend 54,2°/, der EiweiBfallung), 


Die isolierten Aminosiuren enthalten an d-Formen: 4,76°) 
insgesamt, namlich: 4,4 mg Valin, 22,1 mg Leucin, 11,6 mg Lysin, 
822 mg Glutaminsiiure. 


Tabelle V 


Menschliches Ovarial-Carcinom 
(Alkoholfillung aus NaCl-Extrakt und Geweberiickstand) 





























Aminosiuren Ausbeute (mg) | Gef. [a]p (°) | Lit. [e]p (| °/, d-Form 
ee 85 + 8,35 + 10,3 9,5 
Arginin . .. 2... 440 424,38 4+-25,0 14 
Asparaginsiiure. . . . 649 + 25,6 + 25,7 
Glutaminsiure .... 6250 + 4,6 +31,7 42.7 
Glykokoll Gee --- -= - 

Histidin ......, 168 —39,8 — 89,65 
Isoleucin. ...... 456 + 37,7 +37,4 
Leucin. ....... 604 +15,2 +15,4 4,2 
[Mc ee ss 1290 +135 +14,6 3,8 
Oxyglutaminsiure . 609 + 15,3 +16,3 3,1 
Oxyprelim . 2. +.» 1208 — 79,2 — 80,6 0,9 
Phenylalanin. .... 324 — 34,3 — 35,1 1,1 
Prolin........ 167 —79,5 — 84,9 8,2 
re 58 + 9,48 + 14,45 17,3 
a 225 — 8,74 — 8,64 
a 365 + 26,9 +28,8 3,0 
Ausgangsmaterial: 118 g. — EiweiBfillung: 8,1 g. 
Geweberiickstand: 40,2 g. — Isolierte Aminosiuren: 12,90 g (entsprechend 


26,7°/, der hydrolysierten Proteine). 


Die isolierten Aminosiuren enthalten an d-Formen: 5,77°,, 
insgesamt, namlich: 12 mg Valin, 43,5 mg Leucin, 18,8 mg Oxy- 
glutaminsiure, 49 mg Lysin, 2670 mg Glutaminsiiure. 


Klinischer Bericht (Gynikologische Klinik, Rijks-Universiteit Utrecht): 
Fall A.W.V., 42 jahrige Frau, Laparotomie 27. Oktober 1938. Im Oberbauch 
carcinomatéser Tumor, der vom Omentum ausgeht und nach allen Seiten 
verwachsen ist. Linkes Ovarium in einen faustgroBen, soiiden, nicht ver 
wachsenen Tumor verindert. (Dieser wurde fiir obige Untersuchung ver 
wendet.) Rechtes Ovarium ebenfalls in einen apfelsinengroBen Tumor wa 
gewandelt. Méglicherweise handelt es sich um ein primires Carcinom des 
Magen-Darmkanals mit Metastasen im Omentum und in den Ovarien. Histo- 
logische Untersuchung des linken Ovarialtumors: maligner Tumor (Metastase’ 
unbekannten Ursprungs. Patientin ist nie bestrahlt worden*). 





*) Wir haben uns bei den klinischen Fiillen vergewissert, daB keine 
Bestrahlung vorgenommen war, da hierbei ein EinfluB auf die Proteime 
nicht ausgeschlossen schien. 
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Analysen*) der teilweise racemisierten Aminosduren 


Zu Tab. I: 
Oxyprolin 


4,011 mg Subst.: 6,77 mg CO,, 2,45 mg H,O. — 4,055 mg Subst.: 
0.377 cem Ny, (22°, 761 mm). 


Mol.-Gew. 131,08 Ber. C 45,77 H 6,59 N 10,68 
Gef. ,, 46,03 » 6,83 ~o S09T. 


Lysin 
3,987 mg Subst.: 7,27 mg CO,, 3,60 mg H,O. — 4,293 mg Subst.: 
0.704 cem N, (21°, 761 mm). 
Mol.-Gew. 146,13 Ber. C 49,27 H 9,66 N 19,17 
Gef. ,, 49,72 ,, 10,09 5, 18,07. 


Leucin 
4,199 mg Subst.: 8,43 mg CO,, 3,67 mg H,O. — 4,003 mg Subst.: 
0,363 eem Ng, (22°, 761 mm). 
Mol.-Gew. 131,11 Ber. C 54,97 H 9,99 N 10,69 
Gef. ,, 54,75 ,, 9,78  ,, 10,51. 


Valin 
3,992 mg Subst.: 7,53 mg CO,, 3,32 mg H,O. — 38,838 mg Subst.: 
0,392 cem N, (22°, 761 mm). 
Mol.-Gew. 117,1 Ber. C 51,24 H 9,47 N 11,96 
Gef. ,, 51,44 , 9,81 ,, 11,88. 
Zu Tab. III: 
Leucin 
4,125 mg Subst.: 8,27 mg CO,, 3,60 mg H,O. — 4,286 mg Subst.: 
0,386 cem Ny (22°, 761 mm). 
Mol.-Gew. 131,11 Ber. C 54,97 H 9,99 N 10,69 
Gef. ,, 54,68 »» 9,76 »» 10,58. 


Lysin 
3,821 mg Subst.: 6,87 mg CO,, 3,44 mg H,O. — 4,358 mg Subst.: 
0,717 cem N, (22°, 753 mm). 
Mol.-Gew. 146,18 Ber. © 49,27 H 9,86 N 19,17 
Gef. ,, 49,03 ,,10,06  ,, 18,87. 


Valin 
4,190 mg Subst.: 7,88 mg CO,, 3,48 mg H,O. — 4,032 mg Subst.: | 
0,408 com N, (22° 761 mm). pe 
Mol.-Gew. 117,1 Ber. C 51,24 H 9,47 N 11,96 
Gef. ,, 51,29 ,, 9,29  ,, 11,72. 


*) Die Analysen wurden von Herrn P. Hubers, Amsterdam, aus- 
getiihrt. 
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Oxyglutaminsiure 
3,500 mg Subst.: 4,73 mg CO,, 1,84 mg H,O. — 4,034 mg 
0,306 ecm N, (21°, 753 mm). 
Mol.-Gew. 168,07 Ber. C 36,79 H_ 5,56 N 8,59 
Gef. ,, 36,86 , 5,88 ,, 8,73. 


Zu Tab. IV: Valin 


4,019 mg Subst.: 7,57 mg CO,, 3,36 mg H,O. — 3,621 mg 
0,370 cem N, (22°, 752 mm). 


Mol.-Gew. 117,1 Ber. © 51,24 H9,47  N 11,96 
Gef. ,, 51,87 , 9,85 ,, 11,70. 


Leucin 
3,850 mg Subst.: 7,76 mg CO,, 3,40 mg H,O. — 3,931 mg 
0,865 eem N, (22°, 749 mm). 


Mol.-Gew. 131,1 Ber. © 5497 H9,99 N 10,69 
Gef. ,, 54,97 ,, 9,88  ,, 10,61. 


Lysin 
8,775 mg Subst.: 6,80 mg CO,, 3,15 mg H,O. — 3,090 mg 
0,514 cem Ny, (22°, 749 mm). 


Mol.-Gew. 146,13 Ber. C 49,27 H 9,66 N 19,17 
Gef. ,, 49,13 ,, 9,84 ,, 18,97. 


Glutaminsiurechlorhydrat 
3,931 mg Subst.: 4,70 mg CO,, 1,95 mg H,O. — 4,495 mg 
0.298 eem N, (20°, 765 mm). 
Mol.-Gew. 183,58 Ber. C 32,70 H 5,50 N 17,64 
Gef. ,, 32,61 ,, 5,55 ,, 7,77 
Zu Tab. V: Valin 


4,270 mg Subst.: 8,03 mg CO,, 3,58 mg H,O. — 3,951 mg 
0,406 cem N, (21°, 747 mm). 
Mol.-Gew. 117,1. Ber. C 51,24 H9,47 NN 11,96 
Gef. , 51,29 , 9,88 ,, 11,73. 


Leucin 
4,039 mg Subst.: 8,12 mg CO,, 3,55 mg H,O. — 8,715 mg 
0,357 cem N, (22°, 749 mm). 


Mol.-Gew. 131,1 Ber. © 54,97 H 9,99  N 10,69 
Gef. ,, 54,83  ,, 9,88  ,, 10,96. 


Lysin 
3,959 mg Subst.: 7,11 mg CO,, 3,46 mg H,O. — 3,987 mg 
0,668 ccm N, (22°, 748 mm). 


Mol.-Gew. 146,18 Ber. C 49,27 H9,66 N 19,17 
Gef. ,, 4898  ,, 9,78  ,, 19,08. 


Subst,: 


Subst,: 


Subst.: 


Subst.: 


Subst.: 


Subst.: 


Subst.: 


Subst.: 
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Oxyglutaminsiure 


3,669 mg Subst.: 4,92 mg CO,, 1,88 mg H,O. — 4,101 mg Subst.: 
0.305 cem Ng, (21°, 747 mm). 


Mol.-Gew. 163,07 Ber. C 36,79 H_ 5,56 N 8,59 
Gef. ,, 36,57 ,,5,73 4 849. 


Glutaminsiurechlorhydrat 
8,751 mg Subst.: 4,51 mg CO,, 1,85 mg H,O. — 4,578 mg Subst.: 
0.309 eem N, (21°, 766 mm). 
Mol.-Gew. 183,58 Ber. C 32,70 H_ 5,50 N 1,64 
Gef. ,, 82,79 , 5,52 ,, 7,90. 


In Anbetracht des Ablesefehlers bei der Bestimmung der 
spezifischen Drehung erscheint es angezeigt, einen Gehalt von 
1—2°/, d-Form noch nicht als sichere Abweichung zu betrachten. 
Unter Beriicksichtigung dieser Kinschriinkung ergibt sich, daf 
hei den 2 Kaninchennetztumoren (Tab. I und IV), dem Miuse- 
tumor (Tab. III) sowie beim Ovarialcarcinom (Tab. V), Leucin, 
Lysin und Valin — bei III und V auch Oxyglutaminsiure — 
eine partielle Racemisierung aufweisen. Durch nachtriglich nicht 
mehr aufzuklirende Umstinde haben wir bei der Aufarbeitung 
der drei ersten Hydrolysate neben anderen Aminosauren auch 
Glutaminsiéure nicht isoliert. Wie sich aus den T'ab. [V und V 
ergibt, iibertrifft aber gerade die Racemisiering der 
Glutaminséure jene der anderen HiweifSbausteine um 
eine GréBenordnung. Sie betrigt beim Brown-Pearce- 
Tumor 89°/, (44,5°/, d-Form). Im Gegensatz zu den Verhilt- 
nissen bei Serin, Cystin und Prolin ist in der Literatur keine 
Angabe zu finden, nach welcher bei der Saéurehydrolyse auch mit 
einer teilweisen Racemisierung der Glutaminsiure zu rechnen 
wire, Zur Racemisierung der natiirlichen Glutaminsiure haben 
K. Fischer®*), W.Kropp und A.Stahlschmidt in alkalischer 
Lisung im Autoklaven 9 Stunden auf 160—170° erhitzt. Erhitzt 
man 1-Glutaminsdure nur auf 150—160°, so erhilt man die 
Pyro-glutaminsaure in optisch-aktiver Form. 

Man kann wohl nicht umhin, dem Auftreten einer zu 85 bzw. 
89 °/, yracemisierten Glutaminsiure erhebliche Bedeutung zu- 
zumessen, AuBer der GréBe dieses Effektes ist auch die Tat- 
sache bemerkenswert, daB zwei verschiedene Tumoren das 
gleiche Ergebnis zeigten. Uberdies handelte es sich bei dem 





*) Liebigs Ann. 365, 183 (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 
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Hydrolysat des Brown-Pearce-Tumors um die salzlisliche 
HKiweiBfraktion, wihrend beim Ovarialcarcinom das Gesamteivweif 
aufgearbeitet wurde. Wegen des kleineren Racemisierungsgrades 
und der geringeren Ausbeute erscheinen die Effekte bei Leucin, 
Lysin, Valin und Oxyglutaminsiure erst von Belang, wenn may 
sie zu Wirkstoffen in Beziehung bringt. Durch den hohen Gehalt 
an Glutaminsiure und ihre weitgehende Racemisierung betriigt 
jedoch der Gehalt an d-Formen bei den Tumoren der Tab, IV 
und V 4,76 bzw. 5,77°/, der isolierten Aminosduren. Dies be. 
deutet also, daB in diesen Fallen mindestens !/,, des 
gesamten Tumoreiwei8 ,racemisch“ ist! In Wirklichkei 
kénnte dieser Anteil aus verschiedenen Griinden noch grifer 
sein, da wir Serin, Alanin und Prolin von der Diskussion aus. 
schlieBen und aus den Hydrolysaten nur 25—50°/, der Amino- 
siuren in reiner Form isoliert haben. Falls die l-Formen stark 
iiberwiegen, werden die d-Formen iiberdies praktisch nur dann 
»abgefangen“, wenn sie mit ihren Antipoden in einem gemein- 
samen Krystallgitter auskrystallisieren (sehr schwer lisliches 
Racemat, Mischkrystalle). 

Ks erschien uns nun in erster Linie yon Wichtigkeit, das 
Auftreten der d-Glutaminsiure in Tumoren an ausgedehnterem 
Material zu studieren und mit den Verhiltnissen in normalem 
Gewebe zu vergleichen. Zu diesem Zwecke haben wir in ver- 
schiedenen Fallen aus den Eiweifhydrolysaten ausschlieBlich die 
Glutaminsdure isoliert, und zwar entweder in der oben be- 
schriebenen Weise nach Extraktion der Hydrolysate mit Butanol 
und Propanol, oder aber direkt ohne vorhergehende Fraktionie- 
rung. Die stark gefairbte Ausgangslésung wurde zweckmibig — 
da sie mit Tierkohle nicht zu entfirben war — zur Entfernung 
der Salzsiure mehrfach im Vakuum zur Trockne gedampit, der 
Riickstand in Wasser aufgenommen und nach der Vorschrift von 
C. Etard*’) mit itberschiissigem Cuprooxyd durchgeschiittelt. Nach- 
dem die im Filtrat enthaltenen Cu-Ionen mit Schwefelwasserstoti 
gefillt waren, erhielten wir eine schwach gelb bis gelbbraun 
gefarbte Lésung, aus der nach dem Einengen und Sattigen mit 
gasférmigem Chlorwasserstoff das Glutaminsiurechlorhydrat nach 
einigen Tagen auskrystallisiert war. In Tab. VI sind die Er 
gebnisse zusammengestellt, die wir bei der Isolierung der Glut- 
aminsiiure aus normalen menschlichen Ovarien, aus einem weiteren 


7) O. x. Acad. Sei. 188, 1231 (1901). 
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liche { OQvarialcarcinom und aus 2 Mammacarcinomen erhielten. Wir 

















iweif haben in allen Fallen die aus dem Kochsalzextrakt gewonnene 
rades — EiweiBfallung mit dem Geweberiickstand vereinigt und gemeinsam 
2ucin, J aufgearbeitet. 
man -_ ' 
ehalt Klinischer Bericht iiber das menschliche Ovarialearcinom (Gyni- 
r : kologische Klinik, Rijks-Universiteit Utrecht): Fall W. K., 70 jihrige Frau, 
ao ie? ° Y . . 
trast Laparotomie 8. November 1938; groBe Cyste des linken Ovariums, aus 
b, I\ deren unterem Teil eine solidere, unregelmiBig geformte Masse wiichst und 
} Be aus der eine schleimige Flissigkeit quillt. Tumor mit Darm und Uterus 
des verwachsen. Rechts kleiner Ovarialtumor von derselben Konstruktion. (Der 
hkeit linke Tumor wurde von uns fiir die Untersuchung verwendet.) 
“Ber Histologische Untersuchung des rechten Tumors: Carcinoma solidum 
aie mit Bindegewebe-Lamellen dazwischen. Patientin ist nie bestrahit worden. 
als- ’ 7 p , 
sine Das 1. Mammacarcinom (Fall V. K., 34 jiihrige Frau), das uns von 
A der Chirurgischen Klinik der Rijks- Universiteit Utrecht (Prof. Laméris) 
stark zur Verfiigung gestellt wurde, konnte — wie wir nachtriglich hérten — 
dann histologisch nicht einwandfrei diagnostiziert werden. Vor der Aufarbeitung 
nein- wurde das reichlich vorhandene Fettgewebe méglichst weitgehend entfernt. 
iches Das 2. Mammacarcinom erhielten wir von der I. G. Farben- 
| industrie A.-G., Werk Elberfeld. Die im dortigen Laboratorium nach unserer 
das oben angegebenen Vorschrift vorgenommene Extraktion und Hydrolyse 
: 7 lieferte stark fetthaltige Hydrolysate, die zur Entfernung der Fette mit 
7 Ather ausgeschiittelt wurden. 
ALLEN) , . p . 
Die als Kontrolle dienenden normalen menschlichen Ovarien stammen 
= aus dem Pathologischen Institut (Prof. Nieuwenhuyse) der Rijks-Uni- 
de versiteit Utrecht. : 
. Tabelle VI ee 
ano . a" ‘ ‘a : 
ae Glutaminsiurechlorhydrat aus carcinomatésem 
Ne und normalem menschlichem Gewebe 
_— } 
uns Versuchs-Nr. . 969 932 935 929 991 | 
der a —————— ——— —————— = | 
yon | Ovarial- | Mamma- | Mamma- | Normale | Normale 
ih Ausgangsmaterial . . tumor, |carcinom,|carcinom,} Ovarien, | Ovarien, 
tof 232 ¢g 120 g 80 g 89 g 11,2 g 
LO KiweiBfillung. . . 17,5 g 131g] 10,0¢ 9,4 g 0,98 g 
aul Geweberiickstand . 82 g 87,8 g¢] 10,6 ¢ 30,2 g 2,64 g 
mit Isoliertes Glutamin- 
ach . Siure-HCl .. . 1050 mg 205 mg} 156mg | 810mg | 104 mg 
Er- Schmelzp.*) (unter 
* Zersetzung) . . . 199° 196 ° 199° 208° 208° | im 
ul- — 
ven i i.e © ee eS +21,8° +11,6° +16,1° | +51,6 +31,5 
A j 
» der d-Form . . 15,6 31,7 24,6 - re 

















’) Die in dieser Arbeit angegebenen Schmelzpunkte sind nicht korrigiert. 


6 * 
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Analysen der in Tab. VI beschriebenen Glutaminsaurechlorhydrate 


Aus Ovarialearcinom, Nr. 969: 


4,051 mg Subst.: 4,89 mg CO,, 2,00mg H,O. — 4,474 mg Subst.: 


0,302 cem N, (22°, 746 mm). 


Mol.-Gew. 183,58 Ber. C 82,70 H 5,50 N 1,64 
Gef. ,, 82,92 ,, 5,52 ,, 7,67. 


Aus Mammacarcinon, Nr. 932: 
4,191 mg Subst.: 4,98 mg CO,, 2,06 mg H,O. — 4,261 mg Subst, 
0,285 cem N, (22°, 747 mm). 
Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,49 ,, 5,50 ,, 7,61. 


Aus Mammacarcinom, Nr. 935: 
4,085 mg Subst.: 4,86 mg CO,, 1,99mg H,O. — 4,205 mg Subst.: 
0,277 cem N, (22°, 747 mm). 
Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,45 545 ,, 7,49. 


Aus normalen Ovarien, Nr. 929: 
3,761 mg Subst.: 4,50 mg CO,, 1,87 mg H,O. — 4,145 mg Subst. 
0,272 eem N, (22°, 747 mm). 
Ber. C 32,70 H5,50 N 1,64 
Gef. ,, 32,63  ,, 5,56 


Aus normalen Ovarien, Nr. 991: 
4,105 mg Subst.: 2,02 mg H,O, 4,90 mg CO,. — 38,942 mg Subst.: 
0,259 ecm N, (21°, 742 mm). 


Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,56 ,, 5,51 4, 7,45. 


Die in Tab. VI zusammengefaften Ergebnisse bestitigen also 
die oben beschriebenen Befunde iiber eine weitgehende Racemi- 
sierung der Glutaminsiure in Tumorgeweben und erbringen gleicli- 
zeitig den Beweis dafiir, daB die im normalen Gewebe vorhandene 
1-Glutaminsiure bei der EiweiBhydrolyse nicht racemisiert wird. 

Wahrend die experimentell erzeugten tierischen ‘Tumore?, 
wie z. B. die von uns untersuchten Kaninchennetztumoren, [ast 
reines Krebsgewebe darstellen, sind die in den Kliniken ent- 
fernten Carcinome in der Regel durch Ursprungsgewebe, Binde- 
gewebe und Nekrosen ,,verunreinigt“. Wegen des anwesenden 
Normalgewebes konnte man von vornherein erwarten, da die 
Glutaminsiure in diesen Fiillen weniger stark racemisiert sell 
wiirde. Es scheint sogar, daf der Racemisierungsgrad ein Mab 
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fir die Kinheitlichkeit — vielleicht auch fiir die Malignitit — 
sein kénnte. 

Nachdem wir beim menschlichen Ovarialcarcinom zur Kon- 
trolle das entsprechende Normalorgan untersucht hatten, hielten 
wir es fiir wiinschenswert, auch beim Kaninchen Normalgewebe 


gu priifen. 


yon normalen Kaninchen herangezogen. 


Da sich das Netz schwierig in geniigender Menge 
beschaffen laBt, haben wir fiir die Kontrollen Lungen und Herzen 


Um jeden Zweifel aus- 


zuschlieBen, wurden schlieBlich auch noch die gleichen normalen 


Organe aus Tumortieren untersucht. 


Tab. VII zusammengefaBt. 


Tabelle VII 


Glutaminsdurechlorhydrat aus Tumoren und Organen 
von Kaninchen. 


Die Ergebnisse sind in 





1014 














Versuchs-Nr. . 978 
' Normale Normale 
Netz- | Herzen von |I ungen von 
Ausgangsmaterial 7] tumoren, Tumortieren, | Tumortieren, 
| al 18,5 g 27 g 
Biweibfillung . 6,2 ¢ 
iwei il ung , 8 3.3 ¢ nies 
Geweberiickstand 7,46 g ‘ 
Isoliertes Glut- 
aminsiiure-HCl . | 475 mg 160 mg 194 mg 
Schmelzp. (unter 
Zersetzung) 194° 208° 209° 
fe. . +4,66° +31,1° +31,4° 
%, der d-Form. 42.6 om _— 








Herzen 
von Normal- 
tieren, 
21,0 ¢ 


oO fF 
Oy 6 


§ 


136 mg 


209 ° 
+31,4° 





988 


Lungen 
von Normal- 
tieren, 

99 k & 
22,9 g 


5,1 g 


316 mg 


209° 
+31,3° 


Analysen der in Tab. VII beschriebenen Glutaminsdurechlorhydrate 


Aus normalen Herzen von Tumortieren, Nr. 1018: 


Aus Netztumoren, Nr. 978: 


3,890 mg Subst.: 4,68 mg CO,,, 1,93 mg H,O. — 4,420 mg Subst.: 
0,305 cem N, (22°, 746 mm). 


Mol.-Gew. 183,58 


Ber. 
Gef. ,, 


C 32,70 


32,81 


3,899 mg Subst.: 4,64mg CO,, 1,91 mg H,0. 
0.264 cem N, (23°, 749 mm). 


Ber. 
Gef. 


C 32,70 
» 32,46 


H 5,50 





9, 5,48 





H 5,50 
yy 3,55 


N 1,64 


» 1,84. 


4,060 mg Subst.: 


N 7,64 
» 7,89. 





ce en een 


78 Fritz Ké6gl und Hanni Erxleben, 


Aus normalen Lungen von Tumortieren, Nr. 1014: 
4,251 mg Subst.: 5,13 mg CO,, 2,07 mg H,O. —- 4,602 mg Subst,: 
0,297 com N, (22°, 749 mm). 
Ber. C 32,70 H5,50 N 1,64 
Gef. ,, 82,91 ,, 5,45 ,, 7,86. 


Aus Herzen von Normaltieren, Nr. 1009: 
3,892 mg Subst.: 4,67mg CO,, 1,94mg H,O. — 4,201 mg Subst: 
0,285 cem N, (21°, 743 mm). 
Ber. C 82,70 H5,50 N 1,64 
Gef. ,, 82,72 ,, 5,58  ,, 7,70. 


Aus Lungen von Normaltieren, Nr. 988: 
3,911 mg Subst.: 4,68 mg CO,, 1,97 mg H,O. — 4,500 mg Subst: 
0,310 ccm N, (21°, 744 mm). 


Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 82,64 ,, 5,64 ,, 7,88. 


4. Zur Chemie ,,partiell racemischer“‘ Proteine 


Nachdem der Nachweis erbracht wurde, daB in Tumorproteinen 
im Gegensatz zu den Proteinen normaler Gewebe zumindest Leucin, 
Lysin, Valin sowie ganz besonders Glutaminsiure teilweise in der 
,nicht natiirlichen* d-Form als Bausteine auftreten, muB zuniichist 
erértert werden, wie man sich den abweichenden Bau dieser 
KiweiBkérper zu denken hat. In erster Niaherung kann man 
wohl von ,,teilweise racemisiertem EKiweiB“ sprechen; bei 
genauerer Betrachtung sind die Verhiltnisse aber wesentlich 
komplizierter. Wenn wir von den kleinen Bausteinen auf die 
sroBen Gebiaude zuriickschlieBen wollen, sind eine Reihe von 
Méglichkeiten zu beachten. Solange nicht einzelne niher definierte 
Proteine oder bestimmte Strukturelemente der Zellen (z. B. die 
Zellkerne!) fiir sich allein analysiert sind, miissen wir mit der 
Frage beginnen, ob die ,,d-Inseln“ nur in molekularen oder auch 
in mikroskopischen Dimensionen auftreten; letzteres halten wir 
allerdings nicht fiir sehr wahrscheinlich*’), Bei den Protein- 
molekiilen sind folgende Fille denkbar: 

a) Zunichst kann in einer Krebszelle ein einheitliches d-Protein 
spiegelbildlich einem 1-Protein gegeniiber stehen und mit diesem 
also ein ,echtes Racemat* bzw. ein ,Konglomerat* bilden. 


88) In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB wir bei der 
Untersuchung der salzléslichen Eiwei8fraktion und des den_ ,,Gewebe- 
riickstand‘ mitenthaltenden Gesamteiweif (Tab. [V und V) kaum einen Unier- 
schied gefunden haben. 
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sprechenden normalen KiweiBkérpers an einer oder an vielen 
Stellen durch die d-Konfiguration unterbrochen sein; ein derartiges 
Protein bildet mit dem entsprechenden normalen ein partiell 
racemisches Proteinpaar, bzw. ein ,.Konglomerat*. 


c) Statt eines Racemats oder eines partiellen Racemats kénnte 
ibst.: in der Tumorzelle manchmal allein der betreffende d-Antipode 
bzw. das diastereomere Protein auftreten. 


d) Da die d-Aminosiuren durchaus nicht immer an der 
cleichen Stelle in die Peptidkette eingefiigt sein miissen, an der 
sich sonst ihre Antipoden als Bausteine befinden, kénnen die 

bst: [| Tumorproteine mit den entsprechenden Normalproteinen auch 
strukturisomer sein, wenn man nicht dariiber hinaus noch 
annehmen will, daf& sie manchmal auch in der MolekulargréBe 
abweichen. 


Fiir die Kolloidchemie der Tumorproteine ist es von grober 


nen Bedeutung, daB besonders eine Aminodicarbonsiure, aber auch 
cin, eine Diaminosiure von der partiellen Racemisierung betroffen 
der [| werden; d-Glutaminsiure und d-Lysin werden im Eiweibyerband 
hist von betrichtlichem EKinfluB auf die Ladungsverteilung an den 
ser Grenzschichten sein. 

1an 

i 5. Sterischer Bau und Enzymwirkung 

ich 


Bei der Entwicklung unserer Vorstellungen iiber das Wesen 
der malignen Entartung sind wir davon ausgegangen, daB die 
uormalen Wirkstoffe in ihrer Funktion stark beeinflu{t wiirden, 
lie — Wenn die Erfolgsstelle zB. im sterischen Bau von der Norm 
abweicht. Wir haben hierbei zuniichst ganz allgemein u. a. an 


n Hormone gedacht; bei genauerer Analyse wird man es jedoch bei 
i der Stérung des normalen ,,Gewebegleichgewichts“ in erster Linie 
a wit Verinderungen der proteolytischen Enzymsysteme zu tun 

haben. Man kann sich beispielsweise gut vorstellen, daB normale 
™ Zellen dem Vordringen von Tumorzellen keinen Einhalt 
. bieten kénnen, da ihnen die betreffenden proteolytischen 
" Fermente fehlen. Es ist nun auberordentlich wertvoll, daf 


wir in dieser Hinsicht in der Literatur bereits iiber ein statt- 
et fF liches Material von Modellversuchen yerfiigen; diese wurden 
aus rein theoretischen Griinden ausgefiihrt, ohne daB man die 
Bedeutung geahut hat, die diesen Studien nunmehr zukommt! 





b) In einem Tumorprotein kénnen die 1-Ketten des ent- 
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Uber den EinfluB des sterischen Baues auf die Spaltbarkeit 
von Polypeptiden durch verschiedene Enzyme gibt die folgende 
Ubersicht Auskunft: 


Nicht spaltbar durch Dipeptidase*®): 
Glycyl-d-leucin. 

Nicht spaltbar durch Aminopolypeptidase®): 
]-Leucyl-glycyl-d-leucin 
d-Leucyl-glycyl-l-leucin 
d-Leucyl-glycyl-l-leucyl-glycyl-d-leucin 
Glycyl-d-leucyl-glycin 
Glycyl-d-leucyl-glycyl-l-leucin 
l-Leucyl-glycyl-d-leucyl-glycyl-l-leucin 
d-Leucyl-glycyl-glycin *?). 

Spaltbar, aber sehr viel langsamer als die 1-Form‘): 

d-Alanyl-glycyl-glycin. 

Nicht spaltbar durch Prolidase*): 

Glycyl-d-prolin. 


Von besonderem Interesse ist fiir uns das von E. Abder- 
halden*’) und H. Mayer untersuchte Pentapeptid, da von den 
fiinf Bausteinen nur ein einziger die d-Konfiguration besitzt; nach 
der Hydrolyse entspricht hier der Gehalt an d-Leucin 24.1°), 
des gesamten Hydrolysats. Mit anderen Worten erstreckt sich 
in diesem Fall der hemmende Hinflu8 eines d-Leucin-Bausteins 
nicht nur auf einen 1-Leucin-Rest, sondern auf insgesamt drei 
Gewichtsteile der iibrigen Aminosiuren; analog kénnten also bei 
einem Gehalt von 5°/, d-Aminosaiuren im TumoreiweiB 20°/, dem 
enzymatischen Angriff normaler Knzyme entzogen sein! 

Wahrend es sich bei den bisher genannten Beispielen um 
intramolekulare Einfliisse von d-Bausteinen handelte, sei schlieb- 
lich noch auf ein kiirzlich bekannt gewordenes Beispiel einer 
Aufhebung der Spaltbarkeit bei einem Racemat  verwiesen. 


**) E. Waldschmidt-Leitz, Z. angew. Chem. 48, 379 (19380). 

*) E. Abderhalden u. H. Mayer, Fermentf. 11, 143 (1930). 

“) M. Bergmann u. J. 8. Fruton, J. of Biol. Chem. 117, 189 (1937): 
vgl. ferner Ebenda 109, 325 (1935); 111, 225 (1935). Auch bei der Synthese 
von Peptidbindungen macht sich der gleiche sterische EinfluB geltend: Acetyl- 
d-phenylalanyl-glycin und die Acylderivate von d-Alanin, d-Leucin sowie von 
d-Phenylalanin kénnen durch Papain nicht mit Alanin gekuppelt werden: 
J. of Biol. Chem. 119, 707 (1987); 124, 7 (1938). 
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M. Bergmann*’) und J. 8. Fruton haben nimlich die iiber- 
raschende Beobachtung gemacht, daB die d,l-Form von Benzoyl- 
tyrosyl-glycinamid durch Chymotrypsin (im Gegensatz zum 1-Anti- 
poden) nicht gespalten wird. Dieses Racemat muf offenbar so stabil 
sein, daB auch in verdiinnter Lésung die Affinitit der 1-Form 
zur d-Form gréSer ist als zum Enzym. 


6. Die Fermentsysteme und die Sonderstellung der Glutaminsdure 

O. Neubauer‘) hat gezeigt, da8 im Tierkérper die erste 
Phase des Abbaus der Aminosiiuren eine oxydative Uberfiihrung 
in Ketos’uren und Ammoniak darstellt. F. Knoop*) und Mit- 
arbeitern verdankt man die physiologisch bedeutsame Erkenntnis, 
daB es sich hierbei um eine umkehrbare Reaktion handelt, wonach 
also auch im tierischen Organismus Stickstoff assimiliert werden 
kann; die Synthese von Aminosiiuren aus Ammoniak und a-Keto- 
siuren konnte von den Autoren durch chemische Modellversuche 
in vitro nachgeahmt werden. 

Uber die bei den analogen Umsetzungen im Organismus 
wirksamen Enzymysteme hat man erst im Laufe der letzten Jahre 
nihere Kinblicke erhalten. Durch die Arbeiten von H. A. Krebs *®) 
wissen wir, daB die oxydative Desaminierung der Aminosiuren 
durch Fermentsysteme erfolgt, die vor allem in der Niere und 
der Leber vorkommen. Hierbei wurde die auffallige Beobachtung 
gemacht, daB Nieren- und Leberschnitte auBer den ,,natiirlichen“ 
Aminosiuren auch jene der d-Reihe desaminieren.' Noch merk- 
wiirdiger ist aber der Befund, daB gemahlene oder getrocknete 
Gewebe nur mehr die d-Antipoden, nicht aber die gewéhnlichen 
Aminosiiuren angreifen! Die gleiche Verainderung der sterischen 
Spezifitat tritt auf, wenn Octylalkohol oder m/100-Cyanid zugesetzt 
wird; wihrend die ]-Aminosiuren in konzentrierten Suspensionen 





*) J. of Biol. Chem. 124, 323 (1938). 

8) O. Neubauer, Dtsch. Arch. klin. Med. 95, 211 (1909); O. Neu- 
bauer u. GroB, Diese Z. 67, 219 (1910); O. Neubauer u. Fromherz, 
Ebenda 70, 326 (1911). 

) Vgl. Diese Z. 67, 489 (1910); F. Knoop u. Kertess, Ebenda 71, 
202 (1911); F. Knoop u. Blanco, Ebenda 146, 267 (1925); F. Knoop u. 
Oesterlin, Ebenda 148, 294 (1925); 170, 186 (1927); F. Knoop, Naturw. 
IS, 224 (1980). Vgl. auch die zusammenfassende Darstellung: Oxydationen 
im Tierkérper, Stuttgart 1931. 

*) Diese Z. 217, 191 (1933); Ebenda 218, 157 (1933); Biochemie. J. 29, 
1620, 1951 (1985); vgl. auch O. Meyerhof, K. Lohmann u. R. Meier, 
Biochem. Z. 157, 459 (1925); H. Reinwein, Dtsch. Arch. klin. Med. 160, 
278 (1928). 
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des Gewebebreis desaminiert werden, geht diese Enzymwirkung mit 
zunehmender Verdiinnung allmiblich vollig verloren. H. A. Krebs 
nimmt an, dab im intakten Gewebe zwei verschiedene Enzym- 
systeme vorhanden sind, wobei die_,,l-Aminosdiure-desaminase 
und die ,d-Aminosiure-desaminase* méglicherweise gewisse 
gemeinsame Komponenten besitzen kénnen oder das d-Ferment 
ein Fragment des 1-Systems sein kénne. Im Rahmen der vor. 
liegenden Arbeit kommt diesen Befunden natiirlich ganz eminente 
Bedeutung zu; wir werden hierauf im 7. Abschnitt niher eingehen, 
Zur Vollstaindigkeit mége noch darauf hingewiesen werden, daf 
die prosthetische Gruppe der ,,d-Aminosiure-oxydase“ im ver- 
gangenen Jahre durch O. Warburg**) und W. Christian isoliert 
und als ,,Alloxazin-Adenin- Dinucleotid“ charakterisiert wurde. 
Uber die physiologische Rolle der d-Aminosiiure-oxydase ist man 
sich bisher nicht im klaren. Da sich aus Fiitterungsversuchen 
ergeben hat, daB der tierische Organismus manche Aminosiuren 
der d-Reihe in die optischen Antipoden verwandeln kann *’), hat 
man die Vermutung ausgesprochen‘**), daB hierbei die d-Amino- 
siiure-oxydase eine Rolle spiele. 

Schon seit geraumer Zeit ist es aufgefallen, daB unter den 
Aminosauren die Glutaminsiure enzymatisch besonders leicht 
dehydriert wird*’), Fiir uns ist hier eine Arbeit von H. Weil- 
Malherbe®*) von besonderem Interesse, in der festgestellt wird, 
daB 1(+)-Glutaminsiure die einzige Aminosiure ist, die von 
Gehirnschnitten oxydativ desaminiert wird. Die d(—)-Glutamin- 
siure wird von intaktem Gewebe nicht angegriffen, wohl aber 
von Gehirnextrakten; bemerkenswerterweise erfolgt in den 
Ausziigen die Desaminierung der 1(+)-Glutaminsaure langsamer 
und tritt gegeniiber jener des d-Antipoden ebenfalls um so mehr 
zuriick, je stirker verdiinnt wird. Die Verhiltnisse sind also 





‘°) Biochem. Z. 298, 150 (1938); vgl. auch N. B. Das, Biochemie. J. 30, 
1080, 1617 (1936); Naturw. 26, 168 (1938); F.B. Straub, Nature 141, 603 (1938). 

47) V. du Vignaud u. O.J. Irish, Proc. Am. Soe. Biol. Chem. 29, XCIVY 
(1935) [J. of Biol. Chem. 109 (1935); 122, 349 (1938)]. Umwandlung von 
d-Histidin: R. M. Conrad u. C. P. Berg, Ebenda 117, 851 (1937). Umwand- 
lung von d-Methionin: R.W. Jackson u. R. J. Block, Ebenda 122, 425 (1938). 

*8) G. Rodney u. R. L. Garner, J. of Biol. Chem. 125, 209 (1938). 

*) Vgl. T. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. (D.) 40, 1 (1920); 43, 
275 (1923); Fleisch, Biochemie. J. 18, 294 (1924); J. Needham, Ebenda 
24, 208 (1930); Quastelu. Wheatly, Ebenda 26, 725 (1932); B. Anderson, 
Diese Z. 217, 191 (1933); C.G. Holmberg, Skand. Arch. Physiol. (D.) 68, 
1 (1934); H. A. Krebs, Biochemie. J. 29, 1620 (1935). 

5°) Biochemie. J. 30, 665 (1936). 
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ihnlich, aber nicht identisch mit jenen, die A. H. Krebs bei der 
Aminosaure-oxydase der Niere und der Leber beobachtet hat. 
Tumorschnitte verhalten sich nach F. Dickens®') und H. Weil- 
Malherbe bei der Desaminierung der Glutaminsiure wie Niere, 
d. h. beide Antipoden werden ungefihr gleich schnell angegriffen. 
Im iibrigen ist in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen, daB die 
genannten Anderungen in der sterischen Spezifitat in der Enzym- 
chemie nicht ohne Analogie sind, da beim Studium der Esterasen °”) 
ebenfalls eigenartige ,,Umkehrungen“ beobachtet wurden. 

In den beiden Jetzten Jahren wurde unsere Kenntnis iiber 
den enzymatischen Aufbau und Abbau der Glutaminsiiure durch 
Arbeiten von H. von Euler®’) und seiner Schule sehr geférdert, 
und zwar ist in unserem Zusammenhang die Untersuchung von 
H. von Euler®4), KE. Adler, G. Giinther und N. B. Das iiber 
die Verhiltnisse in tierischen Geweben von besonderem Interesse. 
Aus Leber wurden ‘spezifische Apodehydrase-Priparate gewonnen, 
die nach Erginzung durch Cozymase 1(+)-Glutaminsiiure de- 
hydrieren, waihrend umgekehrt durch dasselbe Apoferment mit 
Hilfe von Dihydro-cozymase aus ¢-Ketoglutarsiiure und Ammoniak 
im zellfreien System Glutaminsiure entstand. Die Glutaminsiure- 
apodehydrase ist streng konstitutionsspezifisch, und nach den weiter 
oben geschilderten Erfahrungen ist es sehr auffallig, da hier 
auch in Lésung nur die gewdhnliche Glutaminsiure, nicht aber 
die d-Form in Reaktion tritt. Die durch enzymatische Synthese 
gebildete Glutaminsiure wurde durch van Slyke-Bestimmungen 
nachgewiesen, aber nicht isoliert, so daB iiber ihre Drehung keine 
Aussage gemacht werden konnte. Die Autoren erblicken in der 
,nydrierenden Aminierung“ die wichtigste Funktion des Enzym- 
systems; im iibrigen halten sie es nach orientierenden Versuchen 
fiir wahrscheinlich, daB auch die Wirkung der Krebsschen Amino- 
siiure-oxydase eine umkehrbare Reaktion darstellt. 


°1) Chem. Ind. 54, 1116 (1935). 

°°?) Vel. E. Bamann u. P. Laeverenz, Ber. chem. Ges. 63, 2939 (1930); 
G.M. Schwab, E. Bamann u. P. Laeverenz, Diese Z. 215, 121 (1933), 
sowie die Zusammenfassung von P. Rona u. R. Ammon, Erg. Enzymforsch. 
2, 50 (1933). 

* H.v. Euler, E. Adler u. Steenhoff Eriksen, Diese Z. 248, 227 
(1937); G. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12A, Nr. 23 (1937); 
ik. Adler, N. B. Das u. H. v. Euler, Ebenda 12 B, Nr. 40 (1987); E. Adler, 
Ebenda 12B, Nr. 42 (1937); vgl. auch H. v. Euler, Klin. Wsehr. 17, 1596 
(1938); Dtsch. med. Wschr. 64, 1712, 1758 (1938). 

**) Diese Z. 254, 61 (1938). 
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Ist die Sonderstellung der Glutaminsiiure schon durch die 
bisher besprochenen Arbeiten begriindet, so wird diese Siiure 
vollends zur ,,Schliisselsubstanz“ des Aminosiiureumsatzes 
durch ihre Rolle bei der von A. E. Braunstein®) und M. G. Kritz. 
mann entdeckten ,.Umaminierung“. Diese Autoren haben 
nimlich die wichtige Beobachtung gemacht, daB sich Glutamin- 
siure°®) in tierischen Geweben unter der Wirkung eines Ferment. 
systems mit «-Ketosiiuren in der Weise umsetzt, daB die be- 
treffende Aminosiure und «-Ketoglutarsiiure entstehen; die Reak- 
tion ist umkehrbar: 


COOH COOH 

CH, = R cH, = oR 

CH, + CO <—= CH, + CH-NH, 
CH-NH, COOH CO COOH. 
COOH COOH 


Aus dem Schmelzpunkt und dem Aquivalentgewicht eines 
8-Naphthalinsulfoderivats schlieBen die Autoren, daB das aus 
Brenztraubensiure neugebildete Alanin optisch aktiv ist, doch 
findet sich keine Angabe iiber die Drehungsrichtung. In Organen, 
welche das Krebssche Fermentsystem enthalten, wird die oxy- 
dative Desaminierung in Gegenwart iiberschiissiger Brenztrauben- 
siiure durch die mit groBer Geschwindigkeit verlaufende Umami- 
nierung vOllig unterdriickt. Das betreffende Enzym wurde in 
allen Geweben, nur nicht in kernhaltigen Erythrocyten und malignen 
Geweben angetroffen. Hingegen berichten H. von Euler®’) und 
Mitarbeiter, ,daB auch Jensen-Sarkom-Gewebe die Fiahigkeit zur 
Umaminierung, wenn auch in geringerem MaBe als Muskel, be- 
sitzen“. Es liegt nahe, die in Tumorgeweben auf jeden Fall ver- 
minderte Fahigkeit zur Umaminierung zu den in der vorliegenden 
Arbeit beschriebenen sterischen Faktoren in Beziehung zu bringen. 
Man kann sich vorstellen, da die Entgleisung in der stereo- 
chemischen Spezifitat von der Glutaminsiure aus auf andere 
Aminosauren — wie Leucin, Lysin und Valin — ,,fortgepflanzt* 


°°) Bull. Biol. et Med. Exper., Moscou 3, 230 (1937); Biochimia 2, 242 
(1937); Nature 140, 503 (1937); Enzymologia (Nd.) 2, 129 (19387). 

8) Analog reagiert Asparaginsiiure, dagegen ist kein Beispiel fiir die 
Umaminierung zwischen entsprechenden Monocarbonsiuren bekannt. 

7) Vgl. FuBnote 54, und zwar S. 98. 
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die wird 8), Die Tatsache, daB bei anderen unentbehrlichen®*) Amino- 
iure siuren (wie z. B. Histidin) keine partielle Racemisierung beob- 
tzes achtet wurde), scheint darauf hinzuweisen, dab diese Bausteine 
itz» FF olne weiteres aus dem Nahrungseiweif in das Tumorgewebe 
ben transferiert werden. Es bleibt indessen abzuwarten, ob bei diesen 
nin- Fillen nicht in den Mutterlaugen der Hydrolysat-Aufarbeitungen 
ont- spiter auch noch d-Antipoden bzw. (partielle) Racemate nach- 
he- wewiesen werden kénnen, 
ak. Wir miissen davon absehen, hier noch die Beziehungen des 
Aminosiiure-Umsatzes zum Kohlehydratstoffwechsel zu diskutieren 
und beschrinken uns auf die Wiedergabe eines anschaulichen 
Schemas aus der oben zitierten Verdéffentlichung von H.v. Euler®*) 
und Mitarbeitern. 
Schema des Aminoséureumsatzes im Tierkorper 
a-Oxyglutarsiiure Citronensiure 
ra A “~s. { Kohlen- 
Y : / \ hydrat 
les nsteinsiure <-—---—-. a= Ketoglutarsaure <.... _Brenztraubensiiure * 
us A Ls 
an Oxydo-desaminase + | 
ch ei Mee fe ~ NE, | + H,O 
] 
D, i | ° ee 
: area viaanienals —- ”  reduktive Aminierung* 
y- | a-Iminoglutarsiure 4 
n- | + | A on 
: . Dehydras Ketoglutarsdure 
i- | Nihrstoffe ——~—-> CoH, | + Co . 
| Histidin ... | | | 
in we. | | 
Th . “ak Yi oe 
| Prolin —> Glutaminsiure 
d | AA A 
- 2 P| | 
| co ,, Umaminierung* 
1 Glutamin sat | 
" : ’ ; . + der Glutaminsdure 
. | aa —— ; * Ketoglutarsiiure | 4+ a Ketosduren 
| { 
s . i ius ; . Y 4 
L, -——_-——- -Aminosiuren 
- ‘ x, Ketosturen »,Acetylierende 
| Y '? + Brenztraubensiure pa ema 
e ff Eiwei8 + NH; oe 


°) Vgl. jedoch in bezug auf Lysin: C. P. Berg, J. Nutrit. (Am.) 12, 
671 (1936), sowie G. L. Foster, D. Rittenberg u. R. Schoenheimer, J. 
of Biol. Chem. 125, 20 (1938). Nach diesen Arbeiten scheint der Organismus 
die dem Lysin entsprechende a-Ketosiure nicht amidieren zu kénnen. 
°°) Vel. W. C. Rose u. Mitarbeiter, J. of Biol. Chem. 98, 439 (1932); 
107, 449 (1984); 112, 288 (1935); 117, 581 (1937); 121, 403 (1937). 
°°) Vgl. Tab. II—YV. 


ee 





86 Fritz Kégl und Hanni Erxleben, 


Zum Schlu8 unserer Betrachtung iiber die bei der Bildung 
bzw. Umformung der EiweiBbausteine wirksamen Enzymsysteme 
ist noch ein Hinweis auf jene Fermente erforderlich, die den 
Aufbau der Proteine aus den Aminosiiuren bewerkstelligen. Diese 
Funktion wird im allgemeinen den Kathepsinen®) zugeschrieben, 
endocellularen Proteinasen, die, wie fast alle anderen Enzyme, 
viel besser in ihrer abbauenden Wirkung (Autolyse) bekannt sini, 
Unsere Kenntnisse iiber die zugrunde liegenden Reaktionsmechia- 
nismen — besonders jene der Synthese ®*) — sind noch sehr ge- 
ring. Unter den Aktivatoren der Kathepsine kommt im Rahmen 
der vorliegenden Arbeit dem (reduzierten) Glutathion ®%) besondere 
Bedeutung zu, da es wegen des Glutaminsiure-Bausteins in ‘Tumor. 
zellen von der sterischen Umwandlung betroffen sein kinnte. Wir 
beabsichtigen aus diesem Grunde, Glutathion aus T'umorgewebe 
zu isolieren. 


7. Theoretische Folgerungen fiir das Krebsproblem 


Aus den neuen Erkenntnissen iiber die Chemie der Tumor- 
proteine ergibt sich nunmehr die Aufgabe, wenigstens in grol'en 
Ziigen die Folgerungen fiir das Geschwulstproblem abzuleiten. 
Selbstverstindlich kann es sich hierbei nur darum handeln, die 
wichtigsten Konsequenzen in Form einer Skizze festzulegen; wir 
glauben, daB diese bereits ein deutliches Bild geben wird, obschon 
wir uns sehr wohl dessen bewubt sind, daB manche Linien spiiter 
zu korrigieren sein werden. 


Die Vielheit der krebsauslésenden ,,Reize“. Bekannt- 
lich kénnen die verschiedenartigsten iuBeren Ursachen die Ent- 
gleisung des Wachstums herbeifiihren. ,,Fast kann man sagen, 
daB jede chronische Schidigung, die nicht stark genug ist, um 
Zellen zu téten, Krebs erzeugt*!’). Es war bisher kaum zu be- 
greifen, daB pflanzliche und tierische Parasiten, Arsen, Réntgen- 
strahlen, Traumen, carcinogene Kohlenwasserstoffe, Virusarten und 
noch vieles andere im wesentlichen alle die gleiche Veriinderung 
hervorrufen kénnen. Fiir uns war dieser Tatbestand von Anfang 


61) Vgl. zur Nomenklatur R. Willstitter u. E. Bamann, Diese /. 
180, 127 (1928). 

8°) Vgl. jedoch die Modellversuche von M. Bergmann u. Mitarbeiter*’), 
ferner P. Rondoni u. Pozzi, Diese Z. 219, 22 (1983), sowie Voegtlin, 
Maver u. Johnson, J. Pharmacol. (Am.) 48, 241 (1938). 

°3) KE. Waldschmidt-Leitz, A. Purr u. A. K. Balls, Naturw. 15, 
644 (1930). 
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an ein Hinweis, daB die innere Ursache gleichsam an der Wurzel 





eme — gesucht werden muBte. Wir glauben diese bei der allem 
den Wachstum zugrunde liegenden enzymatischen Eiweib- 
ese synthese gefunden zu haben, und zwar handelt es sich 
ben, — darum, daB die Krebszelle die Fahigkeit verloren hat, 
me — jn ihr Struktureiweif wie die normale Zelle ausschlieb- 
ind, lich die ,natiirlichen® Aminosi&iuren einzubauen. 
sha. Welches Fermentsystem von der Schidigung**) primir be- 
ge- troffen wird, wissen wir noch nicht. Es ist jedoch eine auBer- 
nen ordentlich eindrucksvolle experimentelle Tatsache, daB bei der 
lere Aminosiiure-oxydase**) das 1-System durch Mahlen, Trocknen, 
10r- durch Octylalkohol oder durch Cyanid unwirksam wird, wahrend 
Wir die Fahigkeit zur Umwandlung der ,nicht natiirlichen“ Amino- 
ebe siiuren bei diesen verschiedenen Behandlungsweisen erhalten bleibt. 
Wodurch diese seltsamen Unterschiede zustande kommen, mu noch 
erforscht werden, aber auf jeden Fall ist unsere Vorstellung iiber 
den Verlust der Selektivitat schon heute nicht mehr eine Hypo- 
or- these ad hoc, wie sie das noch vor wenigen Jahren gewesen wiire. 
jen Es ist ein eigentiimliches Zusammentreffen, daB auch die Sonder- 
en, stellung der Glutaminsiiure*—55) gerade in der jiingsten Zeit zu 
ie einem wichtigen Ergebnis der Enzymforschung wurde, wahrend 
vir man friiher die tiefere Bedeutung der extremen Racemisierung 
on dieses KiweiBbausteins nicht verstanden hatte. Im iibrigen ist es 
er noch eine offene Frage, ob in den Tumorzellen urspriinglich neben 
den 1-Verbindungen die d-Aminosiiuren durch unabhingige enzy- 
ite matische Synthesen hervorgebracht werden, oder ob als Primir- 
te produkte unmittelbar die racemischen Hinestsine entstehen ®4%), 
D. Kine direkte Racemisierung von normalen Proteinen ist natiirlich : 
m ebenfalls nicht ausgeschlossen, aber doch weniger wahrscheinlich. | 
e- Das pricancerése Stadium. Uber die Vorginge, die sich | 
1- zwischen dem ersten Reiz und der eigentlichen Krebsbildung ab- 
d spielen, kénnen wir natiirlich nur Vermutungen aussprechen, zumal 
g wir ja tiber das, was sich im selben Zeitabschnitt in einer nor- 
ft malen Zelle ereignet, ebenfalls nur sehr summarisch Bescheid 


wissen. Im Prinzip scheint aber die bisher so unbegreifliche 


°4) Experimentelle Studien iiber den EinfluB von carcinogenen Sub- 

D stanzen auf die mit der EiweiBsynthese verbundenen Fermentsysteme 

\, sind uns nicht bekannt; vgl. dagegen E. Boyland, Biochemie. J. 27, 791 
(1933) tiber den Einflu8 auf Milchsiiure-Dehydrase. 

, 69) Vgl. die enzymatische Racemisierung von optisch aktiver Milchsiure, 

E. L. Tatum, W.H. Peterson u. E. B. Fred, Biochemie. J. 30, 1892 (1936). 
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Umwandlung von normalen Zellen in wild wachsende Geschwulst. 
zellen unserem Verstandnis durchaus nahegeriickt, vor allem wenn 
wir an die fortwabrende stoffliche Krneuerung denken. Man hat 
wohl seit langem Grund zur Annahme, daB die Proteine — wie 
andere Zellbestandteile — einem steten Werden und Vergehen 
unterliegen, aber ein scharfer Nachweis ist erst médglich, seit. 
dem fir Stoffwechsel-Untersuchungen Deuteriumverbindungen 
herangezogen werden kénnen. Auch auf dem EKiweiBgebiet sind 
diesbeziigliche Arbeiten vor kurzem in Angriff genommen worden, 
Kiner orientierenden Untersuchung von H. H. Ussing®®) entnehmen 
wir, daB bei der Ratte in 3 Tagen die Proteine der Leber zu 10°,,, 
jene der Muskeln zu 2,5°/, neugebildet werden. Durch Extra- 
polation errechnet sich hieraus eine Zeit von 30 bzw. 120 Tagen 
fiir die véllige Neubildung dieser Proteine. Wenn auch ein direkter 
Vergleich aus verschiedenen Griinden nicht zulissig ist, erscheint 
es doch instruktiv daran zu erinnern, da’ Methylcholanthren bei 
der Maus — dem empfindlichsten Tier — friihestens nach 60 
bis 90 Tagen Krebs hervorruft. Die Zeit, welche verstreicht, bis 
durch Synthese unrichtiger Proteine echte Krebszellen entstehen, 
wird begreiflicherweise von vielen Faktoren abhingen und dem- 
entsprechend von Fall zu Fall weitgehend variieren. Warum das 
pricancerése Stadium z. B. beim Blasenkrebs der Anilinarbeiter 
1 Jahrzehnt und linger dauern kann, bleibt natiirlich eine schwer 
zu beantwortende Frage. Wir miissen annehmen, daf die primiire 
Desorientierung bei einem oder bei mehreren Fermentsystemen 
wihrend der Reizperiode stattfand. Die Tatsache, daB dies nicht 
stets z. B. schon nach einigen Monaten zu Krebs fibrt, scheint 
darauf hinzuweisen, daB hierfiir mehrere Voraussetzungen erfiillt 
sein miissen. Wie bei jeder Proteinsynthese ist auch hier zwischen 
der Produktion der Bausteine und ihrem Einbau in den Eiweib- 
verband zu unterscheiden. Aus den friiher erwahnten Fiitterungs- 
versuchen4”) muB man schlieBen, daB die optische Reinheit der 
normalen Proteine durch einen sorgfaltig arbeitenden Mechanismus 
aufrecht erhalten wird, bei welchem die allenfalls auftretenden 
d-Aminosiuren tiber die g-Ketosiiuren in die gewohnlichen 1-Formen 
umgesetzt werden. Falls die primire Schidigung durch krebs- 
auslisende Reize in erster Linie die Kathepsine betrifft, kénute 
eine lange Latenzperiode zustande kommen, wenn es durch den 





65) Nature 142, 400 (1938); vgl. iiber deuterierte Aminosiuren auch 
G. L. Foster, D. Rittenberg u. R. Schoenheimer, J. of Biol. Chem. 
126, 20 (1938). 
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erwibnten Mechanismus lange Zeit nicht zu einer kritischen An- 
hiufung ,unnatirlicher* Aminosiuren kommt. Ks ist aber z. B. 
auch denkbar, daB Krebs erst manifest wird, wenn in den be- 
treffenden Zellen die fiir den Kinbau der d-Aminosiiuren erforder- 
lichen Kathepsine entstanden sind; in diesem Fall wiirde also 
deren Neubildung den verzégernden Faktor darstellen. 

Das Auffillige ist natiirlich, daB iiberhaupt eine Desorien- 
tierung von Fermentsystemen wihrend vieler Juhre latent erhalten 
bleibt, obschon wihrend dieser Zeit auch die Endoenzyme der 
stofflichen Erneuerung unterliegen werden. 

Man muB jedoch bedenken, daB es sich offenbar um Fermente 
handelt, die in den Zellstrukturen fest ,,verankert* sind. Die stoff- 
liche Erneuerung der Zellstrukturen scheint sich ganz allgemein 
so zu vollziehen, dab der Nachschub im wesentlichen immer wieder 
,in dieselbe Form gegossen“ wird; wenn es anders wire, miiBten 
ja z. B. Narben im Laufe der Zeit regelmabig verschwinden. 

Die Krebsdisposition. Bekanntlich fiihrt nicht jede 
Reizung, die an und fiir sich die maligne Entartung hervorrufen 
kénnte, in der Tat zu Krebs. Diesen gliicklichen Umstand ver- 
danken wir wohl den Abwehrméglichkeiterr des Organismus, wobei 
wir in erster Linie an die im vorigen Abschnitt bereits erérterte 
Umwandlung der d-Aminosauren in die ,,natiirlichen* 1-Formen 
denken. Durch statistische Untersuchungen iiber die Krebs- 
krankheit beim Menschen), vor allem aber durch Vererbungs- 
studien bei Versuchstieren °’) ist die Geschwulstforschung zu der 
Krkenntnis gekommen, daB nicht die Krebskrankheit als solche 
vererbt wird, sondern die Disposition zur malignen Entartung 
in emem bestimmten Organ. Die Neigung zur Bildung eines 
Mamma-Carcinoms bedeutet also beispielsweise nicht auch eine 
besondere Empfindlichkeit zur Entstehung von Hautkrebs® ®). 
Vom Standpunkt unserer Theorie aus liBt sich zu diesem Fragen- 
komplex nur sagen, daf& die groBe Mehrzahl der in die Augen 
fallenden Vererbungserscheinungen stofflich mit Variationen bei 
den betreffenden Proteinen zusammenhingt. Wir kennen keine 





*) Vel. u.a. W. F. Wassink, Internat. Krebs-Kongreh, Briissel, Mit- 
teilungen §. 171, 19386. 

*) Vgl. u.a. A. Laccassagne, Lectures, Internat. Cancer Research 
Foundation, Philadelphia 1986. é 
°S) Vgl. M. Borst?), und zwar S. 621, 624 u. 703. Vgl. hierzu das Zitat 
im 1, Absehnitt der vorliegenden Mitteilung. 

*) Vgl.u. a. auch W. Cramer, Brit. med. J. 1938, 829. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVITTI. ‘ 
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andere Kérperklasse, bei der chemisch auch nur annihernd gleic),. 
artige Moglichkeiten zur ,,Fortpflanzung“ feinster Nuancen gegebey 
wiren, so daB z. B. die Disposition von bestimmten Geweben sehy 
wohl groBe Unterschiede aufweisen kann. 

Carcinom als Alterskrankheit. Wihrend die Unterschied. 
in der Disposition von Arten, Rassen und Individuen hier nicht 
weiter zu diskutieren sind, mu8 noch auf die Beziehungen zwischey 
Krebshiufigkeit und Lebensalter eingegangen werden. Wie die 
Statistiken zeigen ®), nimmt die Krebssterblichkeit von Levens. 
jahrzehnt zu Lebensjahrzehnt nahezu wie eine geometrische Reilhe 
zu. Ks scheint uns nicht angingig, die Senilitaét als direkten 
itiologischen Faktor deshalb ausschlieBen zu wollen, weil Krebs 
im Laboratoriumsversuch bei jiingeren Tieren zum _ mindesten 
ebenso leicht erzeugt werden kann und dann eher rascher wiichst 
als bei alteren. Letzteres ist nicht verwunderlich, aber beziiglich 
der Entstehung kénnen die Verhiiltnisse beim Menschen und bein 
Versuchstier doch wohl nicht ohne weiteres gleich gesetzt werden. 
Wir miissen in diesem Zusammenhang auf eine theoretische Be- 
trachtung hinweisen, die von rein chemischen Erwigungen aus- 
gehend ohne jede Bezugnahme auf Krebsprobleme und _natiirlich 
ohne Kenntnis der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geschrieben 
ist. Wir zitieren aus einer Verdéffentlichung von Werner Kuhn"): 

»l. Der Organismus muB fiir eine jeweils sofortige W eiter- 
verarbeitung der von ihm auf z. B. katalytischem Wege er- 
zeugten optisch aktiven Stoffe und damit fiir einen dauernden 
einseitig gerichteten Umsatz seiner Kérpersubstanz Sorge tragen. 

2. Der Reinheitsgrad der optisch aktiven Aufbausubstanz 
kann trotz Vorkehrungen, welche seine Erhaltung bezweckeu, 
nicht auf unbeschrinkte Zeit aufrecht erhalten bleiben; der Rein- 
heitsgrad erfihrt zwangsliiufig eine gewisse Alterung.“ 

Es bleibt der kiinftigen Forschung vorbehalten”) zu ent- 
scheiden, ob im priicancerésen Stadium in der Tat eine kritische 
Konzentration z. B. der d-Glutaminsiure von ausschlaggebendem 
Kinflu8 ist. 

Zur Morphologie der Geschwiilste. Nach allem, was 
in dieser Arbeit iiber die Atiologie des Geschwulstwachstums 


0) Forschungen u. Fortschr. 14, 91 (1938); vgl. auch Erg. Enzymforsch. 
5, 2 (1936); Z. angew. Chem. 49, 215 (1936). 

71) Wie viele andere Spezialfragen ist es vorliufig auch nicht zu ver 
stehen, warum Carcinome hiiufiger bei iilteren, Sarkome mehr bei jiingere! 
Menschen vorkommen [vgl.?), und zwar S. 625]. 
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leich. F gesagt wurde, ist es ohne weiteres einzusehen, warum theoretisch 
reben jedes Gewebe die Voraussetzungen zur Bildung mehr oder 












































sehr f weniger typischer Geschwiilste besitzt. Wir verstehen, 
warum Krebs wenigstens anfinglich nur eine értliche Erscheinung 
hiede — ist und nicht eine Erkrankung des gesamten Organismus. Wie 
nicht im 4. Abschnitt dieser Arbeit erértert wurde, bieten _,,partiell 
schen racemische* Proteine in chemischer Hinsicht zahlreiche Méglich- 
2 die keiten zu Abweichungen von den sterisch einheitlichen Normal- 
bens proteinen. Damit diirfte es zuisammenhiingen, daB die Geschwiilste 
Reile f minderwertige Nachahmungen des normalen Vorbilds dar- 
ten stellen und besonders bei malignen ‘'umoren eine groBe ,,V aria- 
crebs bilitit in der individualistischen Ausgestaltung der 
esten J einzelnen Zellen“ beobachtet wird. Hierher gehéren vor allem 
ichst die Schwankungen in der KerngréBe und der Form der Mitosen; 
glich auBerdem ist die Verainderung des Massenverhiltnisses zwischen 
beim Kern und Protoplasma charakteristisch **). Die Krebszellen sind zwar 
rden. kirpereigen, besitzen aber durch ihren abweichenden chemischen 
Be- Bau und die damit zusammenhiingende Ausstattung mit anders- 
alls artigen Enzymen Eigenschaften, die ihr Verhalten gegenitiber an- 
rlich srenzenden Normalzellen wesentlich beeinflussen miissen. 
eben 


Das autonome Wachstum. Wir kommen damit zu den 


n‘; 
Erscheinungen des autonomen Wachstums, die ja der Ausgangs- 





_ punkt unserer Arbeit waren. Im 5. Abschnitt wurde bereits 
sites dargelegt, da® die normalen Zellen nicht iiber die proteolytischen 
a. Enzyme verfiigen werden, die dem Vordringen der Geschwulst- , 
aaa zellen Kinhalt gebieten kénnten. Damit sind die Voraussetzungen a 
-_ fiir das infiltrierende und destruierende Wachstum gegeben. 
li An Stelle des altruistischen Prinzips, das das geordnete Wachstum 
kennzeichnet, stellt sich der Tumor von vornherein in Gegensatz | 
vik zu seiner Umgebung und zum Gesamtkérper’’). Die Tatsache, 
sil daB das infiltrierende und destruierende Wachstum nicht immer 
ieie auftritt, ist sicherlich kein Kinwand gegen unsere Theorie, da die 
chemischen bzw. stereochemischen Veriinderungen der verschiedenen 
_ Geschwulstzellen innerhalb weiter Grenzen variabel sein kénnen. 
om Leider liBt sich die Frage nach den Verhiltnissen bei den so- 


genannten gutartigen Geschwiilsten noch nicht beantworten, | 
sch. da bisher erst ein einziges Beispiel, und zwar ein Myom unter- ng 


sucht worden ist. 
ver | 


ren 


“) Vgl. FuBnote 2, S. 601 u. 602, sowie 599. 
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Klinischer Befund (Gynikologische Klinik, Rijks- Universiteit Uy. 
recht): Fall M.C. F.-W., 50jihrige Frau, Laparotomie 10. Jan. 1939. Uterns 
mit kleinem Myom im Fundus. Rechts ein Hydrosalpinx, links ein Pyosaj. 


pinx. Totalexstirpation. Myom aus dem Uterus herausgeldst, ein kleines 
Stiick fiir die histologische Priifung, den Rest (85 g) fiir die chemisel, 
Untersuchung verwendet. Histologischer Befund: Muskelgewebe mit ziemlic) 
viel Bindegewebe. Die Patientin ist nie bestrahlt worden. 

Aus diesem Myom haben wir Glutaminsiure isoliert mit 
der spez. Drehung [a], = + 30,6°, entsprechend einem Gehalt ay 
1,7°/, der d-Form. Nachdem wir friher vorsichtshalber die 
Einschriinkung getroffen haben, nur einen Gehalt von mehr ak 
2°/, d-Form als sichere Abweichung zu bezeichnen, miifte den. 
nach die aus diesem Myom dargestellte Glutaminsiure noch als 
normale |-Form angesehen werden. Selbstverstindlich werden wir 
alsbald weitere Myome untersuchen und hierbei auch die anderen 
Aminosiuren isolieren. Nach der Glutaminsiure zu urteilen, liibt 


sich mit dem nétigen Vorbehalt jetzt bereits folgern, daB — wen 
iiberhaupt eine Racemisierung vorliegt — diese sehr viel geringer 


ist als bei den malignen Tumoren. 

Selbstverstiindlich sind die 'umoren nicht nur gegeniiber den 
normalen cellularen Enzymen, sondern auch den ganzen iibrigen 
Regulatoren des Organismus weitgehend autonom. Natiirlich handelt 
es sich nicht um eine absolute Autonomie, da ja die Geschwulst 
hinsichtlich der Ernihrung auf den Gesamtorganismus angewiesen 
ist. Man darf nicht auBer acht lassen, daB die partielle Racemi- 
sierung nach unseren Befunden nur einen Bruchteil der Gesamt- 
proteine betrifft. Bei einer vollstindigen sterischen Umkehrung 
wire die parasitierende Lebensweise sicherlich nicht méglich; dann 
gibe es kein Krebsproblem.. . 

Wie im 4. Abschnitt hervorgehoben wurde, werden _partiell 
racemische Proteine andere Ladungsverteilungen an den Gren7- 
schichten aufweisen als normale; sicherlich herrscht auch in diese? 
Hinsicht weniger Ordnung, und dies kénnte einer der Griinde 
sein, warum Krebszellen bzw. Geschwulstteilchen untereinander 
haufig nur in lockerem Verband zu stehen scheinen, was ile 
Verschleppung und damit die Metastasenbildung sehr begiinstigt. 


Krebsauslésende Virusarten. Bekanntlich hat Peyton 
Rous die aktiven Substanzen seiner Extrakte immer nur als 
the agent’ bezeichnet*’), und erst seit wenigen Jahren ist es 
iiblich geworden, allgemein in diesem Zusammenhang von Virus 


* 


8%) Vel. E.C. Dodds, Lancet 235, 251 (1938). 
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t Ut fF zu sprechen. Friher waren wir geneigt gewesen, das filtrierbare 
ferls F = Acens mit den Fermentsystemen zu identifizieren, die fiir den 


y Osal- : = : 
: abweichenden Bau der Tumorproteine verantwortlich sind; diese 


isehe konnten ja in den Rous-Sarkomen leichter abtrennbar sein als 
mlieh in der groBen Mehrzahl der iibrigen Fille. Nun ist aber der 
sichere Nachweis erbracht worden ?*), daB im Shopeschen Kanin- 


eines 





mit chenpapillom ein ,schweres Protein“ vorkommt; wir wissen zwar 

t an nicht, wie ,schwer* man sich die besonderen Tumorfermente zu | 
die denken hat, zweifeln aber nicht daran, daB es sich doch um 
als verschiedene Prinzipien handeln muB. Wir entnehmen nimlich 

lem. einer zusammenfassenden Ubersicht von W. K.Gye™), daB das an 

als der Haut eines ,,Cotton-tail“-Kaninchens entdeckte Papillom von 

wir R.E.Shope auch auf das gewéhnliche Hauskaninchen iibertragen 

ren werden konnte. Merkwiirdigerweise scheint aber in diesem — 

libt — trotz iippiger Entwicklung des Papilloms — das Virus verloren 

enn zu gehen; noch auffilliger ist die Tatsache, dab fast alle Shope- 

ger Papillome in Hauskaninchen bésartig werden, wihrend dies bei 

,Cotton-tail“-Kaninchen selten der Fall ist. 

den Unter den genannten Umstiinden will es uns scheinen, daf 

gen das ,,Malignitats-Prinzip* nicht den Vira gleichzusetzen ist*). 

lelt Wir miissen jedoch P. Rondoni") beipflichten, da® bei Protein- 

ast synthesen ,die schon vorhandenen Organproteine den eigenen 

sen strukturellen Typus aufbewahren, dab jedes Organprotein also 

mi- als Organisator und Vorbild fiir die eigene Neubildung dient.“ : 

nt: In diesem Sinne kénnten die autokatalytisch wirksamen Tumor- 

Ing fermente als vom Organismus selbst erzeugte Virusarten auf- ti 
nn gefaBt werden. . een | 
| Der suggestive Gegensatz zwischen den sterisch einheitlichen 
ell |-Proteen beim geordneten und den ,,partiell racemischen“ 

Wi Proteinen beim ungeordneten Wachstum kénnte dazu verleiten, 

Sei die d-Aminosauren und ihre Derivate von vornherein als ,,patho- 

de logisch“ zu bezeichnen. Dies diirfte nicht berechtigt sein; so hat 

ler H. Lettré™) von theoretischen Gesichtspunkten ausgehend die 

re plausible Vorstellung entwickelt, daB ein Antikérper ein Globulin- 

ot. molekiil darstellen kénnte, in welchem die serologisch determinante 

yn | Gruppierung in der spiegelbildlichen Anordnung zu der normalen 
ils — | 


“) Vgl. FuBnote 13, und zwar S. 106; Ebenda auch Literaturangaben. 
‘*) Wir hoffen spiter iiber die optische Analyse der Aminosiuren aus ie 
den Proteinen von Rous-Sarkomen berichten zu kénnen. i 
*) Klin. Wschr. 17, 605 (1938). 
”) Z. angew. Chem. 50, 581 (1937). 
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l-Reihe als prosthetische Gruppe vorhanden ist. Auch der stereo. 
chemischen Spezifitat der Enzyme [,,Haftbezirke“78)] kénnten analoge 
Verhiltnisse zugrunde liegen. Man mu8 demnach bei der Unter. 
suchung von eiweiBartigen Wirkstoffen aller Art kiinftig sorgtiltig 
auf die optische Reinheit der Aminosiuren achten; damit yer. 
lieren allerdings manche bequeme Nachweis- und _Isolierungs. 
methoden sehr an Wert, und bei kostbaren Stoffen sowie kleine, 
Gehalt an d-Aminosiuren wird iiberhaupt ein exakter Nachweis 
aiuBerst schwierig werden. 


SchluBbemerkung 


Obschon das Problem der malignen Entartung durch die 
Befunde und Gedankengiinge der vorliegenden Arbeit unserem 
Verstindnis — wie wir glauben — wesentlich niher gebracht 
wird, ist es selbstverstindlich, dai viele neue Fragen auftreten, 
die noch nicht beantwortet werden kénnen. Auf jeden Fall will 
es uns aber scheinen, daf keine der bisherigen Theorien des 
Geschwulstwachstums ebensoviel zu erkliren vermag. Wir kénnen 
unsere Vorstellungen ohne besondere Hilfshypothesen mit. rein 
chemischen Erfahrungen begriinden. Ks ist in diesem Zusammen- 
hang aber wohl nicht iberfliissig, darauf hinzuweisen, daf wir 
anderen Arbeitsrichtungen — die z. T. nur in der Einleitung 
beriihrt worden sind — in keiner Weise die Bedeutung fiir das 
Gesamtproblem absprechen wollen. So kénnte einem carcinogenen 
Steroid als ,iuBerem“ Faktor (,remote cause“) eine wichtige Rolle 
bei der Entstehung von Spontantumoren zukommen, wiilrend 
andererseits Abweichungen im Betriebsstoffwechsel — wie z. b. 
die aerobe Milchsiuregirung der 'umoren — fiir das Wachstum 
von nicht zu unterschitzendem Einflu8 sein werden. 

Natiirlich stellt unsere Arbeit in vieler Hinsicht nur einen 
Beginn dar; wir hoffen, sie nach verschiedenen Seiten ergiinzen 
und ausbauen zu kénnen. 

Das Wichtigste ist letzten Endes die brennende Frage, welche 
Folgerungen fiir eine zukiinftige Therapie der Krebskrankheit 
gezogen werden kénnen. Die Schwierigkeit der Aufgabe wird sich 
niemand verhehlen; aber man erkennt jetzt doch deutlich, 1 
welchen Richtungen eine Lésung gesucht werden muB, und es e!- 
geben sich manche experimentelle Méglichkeiten, an die man bisher 
kaum denken konute. 


8) F. Kogl, Naturw. 28, 469 (1937). 








erst 
am 
van 


mal 
sind 
P.2 
giSC 
vor! 
ind 
der 
dies 
fiir 
Dr. 
spr 





oTe0- 
loge 
ntey. 
iltig 
Vver- 
Ngs- 


nem 





Zur Atiologie der malignen Tumoren 95 


Der leitende Gedanke der vorliegenden Untersuchung ist zu- 
erst in einer theoretischen Betrachtung niedergelegt worden, die 
am 28. Mai 1938 bei der Koninklijke Nederlandsche Akademie 
van Wetenschappen als versiegeltes Manuskript eingereicht wurde. 


Bei der Beschaffung des Tumormaterials und der verschiedenen nor- 
malen Organe sind wir von mehreren Seiten unterstiitzt worden. Wir 
sind hierfiir den Herren Professoren K. de Snoo (Gynikologische Klinik), 
Pp, Nieuwenhuijse (Pathologisches Institut) und H. J. Laméris (Chirur- 
cische Klinik) sehr zu Dank verpflichtet. Ganz besondere Hilfe hat die 
vorliegende Arbeit von Seiten des Werks W.-Elberfeld der I. G. Farben- 
industrie A.-G. erfahren. Es wurden dort nicht nur die groBen Mengen 
der benétigten Impftumoren geziichtet, sondern auch die Siurehydrolyse 
dieses Tumormaterials nach unseren Angaben ausgefiihrt. Wir méchten 
fiir die groBziigige Unterstiitzung den Herren Professoren Dr. H. Horlein, 
Dr. H. Weyland und Dr. G. Domagk unseren verbindlichsten Dank aus- 


sprechen. 





Stoffwechsel mit Dekahydro- und Tetrahydro-chinolin 
und -isochinolin sowie Dekahydro-chinaldin ') 
Von 


Karl Bernhard 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Ziirich) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1938) 


Nach Aufnahme von weinsaurem Chinolin im Selbstversuch und bei 
Kaninchen machte Fiihner?’) das Auftreten von 5,6-Chinolin-chinon bzy, 
5,6-Dioxy-chinolin im Harn durch Farbreaktion wahrscheinlich. Scheune 
mann) fiitterte spiiter weinsaures Chinolin an Kaninchen und isolierte aus 
ihrem Harn o-Oxy-chinolin, p-Oxy-chinolin und vielleicbt p-Oxy-y-chinolon. 

Ich konnte sowohl cis-trans- Dekahydro-chinolin als cis- 
trans-Dekahydro-isochinolin in kleinen tiiglichen Mengen iiber 
lingere Zeit einem Hunde ohne Stérungen subcutan injizieren. 
Da weder die beiden Basen noch Abbauprodukte von ihnen aut- 
gefunden wurden, diirften sie véllig verbrennen. 


Schon 1888 hatten Krolikowski und Nencki‘) nach Aufnahme von 
1-Methy]-8-oxy-1, 2,3, 4-tetrahydro - chinolin-carbonsiiure-(7) 5) C,,H,,0,N (1) 
durch Mensch und Hund neben 70—80°/, unveriindertem Material eine 
Verbindung C,,H,,O,N, vielleicht 1-Methy]-4,8-dioxy-1,4-dihydro-chinolin- 
carbonsiiure-(7) (II) isoliert. 

Nach tiiglicher Verabreichung kleiner Mengen von 1,2,3,4-T'c- 
trahydro-chinolin (III) wihrend 19 Tagen enthielt der stark 
gefarbte Harn 2-Oxy-chinolin (IV), und zwar 24,76 °/, d. Th. 

Damit ist bewiesen, daf der Hund im Pyridinring hydriertes 
Chinolin dehydrieren und oxydieren kann. 

1,2,3,4-Tetrahydro-isochinolin (V) verschwand bis aut 
eine geringe, im Harn als Pikrat nachweisbare Menge villig, ein 
Abbauprodukt wurde nicht gefunden. 


') VI. Mitteilung iiber das Verhalten hydrocyclischer Verbindungen im 
Tierkérper; V. Mitteilung: Diese Z. 257, 54 (1988). 

*) Arch. f. exper. Path. 55, 27 (1906). 

’) Arch. f. exper. Path. 100, 51 (1923). 

*) Mh. Chem. 9, 208 (1888). *) Beilstein 22, 225 (1935). 
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Vom Chinaldin ist auf Grund der Versuche Cohns®) an- 
zunehmen, daB es von Kaninchen und Hunden abgebaut wird. 
Novello, Harrow und Shervin’) bekamen Acetyl-aminobenzoe- 
siure und schlieBen auf einen oxydativen Abbau des Pyridin- 
ringes. 

Dekahydro-chinaldin-(cis-trans) (VI) in kleinen Mengen 
wihrend 27 Tagen gegeben, wurde im Harn nicht mehr auf- 
sefunden. Wahrscheinlich verbrennt es. 


Versuehsteil 


Die fiir die folgenden Stoffwechselversuche zur Verwendung gelangen- 
den analysenreinen Basen spritzte ich als wiBrige, mit Salzsiiure neutrali- 
sierte Lésungen den Hunden B. (6) und Bo. Q) unter die Haut. Die quan- 
titativ gesammelten Harne wurden in den meisten Fiillen bei saurer Reaktion 
im Vakuum auf ein kleines Volumen gebracht und wiederholt mit Ather 
ausgeschiittelt. Zum Nachweis von unverindertem Material destillierte ich 
die Harnkonzentrate bei stark alkalischer Reaktion mit Wasserdampf. 


Versuch 147. Subcutane Injektion von Dekahydro-chinolin- 
cis-trans). Je 5g reines Chinolin wurden in Eisessig mit Wasserstoff und 
PtO, hydriert, das rohe Dekahydro-chinolin mit Wasserdampf abgetrennt 
und im Vakuum destilliert. 


C,H,;N (139) Ber. C 77,62 H 12,32 N 10,06 
Gef. ,, 77,85 ,, 12,28 ,, 9,91. 


Tiigliche Gaben von 0,5—0,75 g verursachten bei dem Hunde B. keine 
‘tirungen. Gesamtmenge 11,0g in 16 Tagen, d.h. pro Tag/kg 51 mg. 


*) Diese Z. 20, 210 (1895). 
’) J. of Biol. Chem. 67, 54 (1926). 
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Dauer des Versuches mit Nachperiode 20 Tage. Die Harnaufarbeitung 
(Volumen 14,64 Liter) ergab weder Dekahydro-chinolin noch Abbauprodukte, 


Versuch 155. Subcutane Injektion von Dekahydro-isochinolin 
(cis-trans). Durch Hydrierung von Isochinolin in Eisessig wie bei Ver- 
such 147 gewonnenes Dekahydro-isochinolin wurde nach Wasserdampf. 
destillation fraktioniert destilliert. 


Gef. C 77,87 H 12,49 N 10,02. 


0,5 g pro Tag konnten dem 12,6 kg schweren Hunde B. ohne Stérungen 
injiziert werden, 0,8 g bewirkten sehr bald Mydriasis, spiter klonische 
Krimpfe und starke Salivation. Das Tier erholte sich rasch wieder, 
Wihrend 18 Tagen verabreichte ich 10,0 g oder im Mittel pro Tag/kg 
44mg Dekahydro-isochinolin. Der Versuch dauerte einschlieBlich Nach- 
periode 25 Tage. In der 16,53 Liter betragenden Harnmenge wurden weder 
Dekahydro-isochinolin noch Abbauprodukte desselben aufgefunden. 


Versuch 110. Subcutane Injektion von Tetrahydro-chinolin ({/)), 
Verwendet wurde kiufliches Tetrahydro-chiuolin. 


C,H,,N Ber. C 81,15 H8,33 N 10,52 
Gef. ,, 81,08 ,, 8,34  ,, 10,58. 


5,0 g wurden mit Salzsiiure neutralisiert und mit Wasser auf 100 cem 
aufgefiillt. 20 cem dieser Lésung bewirkten beim Hunde B., einem nor. 
malen Futter beigemischt, starkes Erbrechen. Spiiter injizierte ich 0,5 ¢ 
und konnte ohne Stérungen wihrend 19 Tagen 10g oder pro Tag/kg 
41 mg Tetrahydro-chinolin verabreichen, Bei Dosen von 0,75 g trat starke 
Salivation ein. Der wihrend der Injektionsperiode gesammelte Harn war 
griinbraun gefirbt und hatte ein Volumen von 12,745 Litern. Daraus 
konnten 2856 mg stickstoffhaltiger Krystalle gewonnen werden, nicht aber 
aus dem Harne der Nachperiode (3,80 Liter). Sie schmolzen bei 188—189),5', 
waren leicht lackmussauer und in Ather und Alkohol leicht léslich. Aus 
Alkohol-Wasser umkrystallisiert ergaben sich 2,70 g Krystalle vom Schmelz- 
punkt 194—195°. Sie sublimieren leicht und zeigen bei der Titration 
keinen Laugenverbrauch. Aus verdiinnten, wifrigen Lésungen bilden sich 
Asbest-iihnliche, glanzende Nadeln. 


4,004 mg Subst.: 10,920 mg CO,, 1,810 mg H,O. — 4,608 mg Subst.: 
0,380 ccm N, (21°, 755 mm). 


C,H,ON (145,06) Ber. © 74,45 H4,87  N 9,65 
Gef. ,, 74,37  ,, 5,06 ,, 9,51. 


Eigenschaften der bekannten Oxy-chinoline ‘): 


2-Oxy-chinolin, Schmelzp. 199—200°; 196°; leicht léslich in Alkohol u. Ather. 

4-Oxy-chinolin, Schmelzp. 201°; schwer léslich in Ather. Reagiert schwach 
alkalisch, schwer sublimierbar. 

5-Oxy-chinolin, Schmelzp. 224—228° ; 

6-Oxy-chinolin, Schmelzp. 193°; schwer léslich in Alkohol und Ather. 

7-Oxy-chinolin, Schmelzp. 235—238°. 

8-Oxy-chinolin, Schmelzp. 75—76°. 





8) Beilstein 21, 77, 88, 84, 85, 91. 
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ung Die erhaltenen Krystalle entsprechen im Aussehen und in bezug 
kte, auf Léslichkeit dem 2-Oxy-chinolin und ergaben mit umkrystalliertem Carbo- 
lin styril (IV) (Schmelzp. 194°) einen Mischschmelzpunkt von 194—195,2°. 

Jer- Versuch 156. Subcutane Injektion von Tetrahydro-isochinolin (V). 
We Tetrahydro-isochinolin®) gewann ich durch Behandlung von Isochinolin 


mit Natrium in Alkohol. 
C,H,,N Gef. C 81,41 H 8,39 N 10,25. 


gen ; ; 
che Anfingliche subcutane Gaben von 0,5, dann von 0,7 g pro Tag ver- 
ler ursachten beim Hunde Bo. Erbrechen. An 16 Tagen konnten insgesamt 


ke 10,0 g, im Mittel pro Tag/kg 67,5 mg Tetrahydro-isochinolin injiziert werden. 
Der Versuch dauerte 20 Tage. Bei der Aufarbeitung der 10,28 Liter be- 


ch _ 
der tragenden Harnmenge bekam ich 250 mg nicht krystallisierendes Ol von 
stark alkalischer Reaktion. Mit Pikrinsiure bildeten sich in wiBrig-alkoho- 
a lischer Lésung gelbe Krystalle, die, aus Alkohol umkrystallisiert, bei 
, 200,5—202° schmolzen. 
4,499 mg Subst.: 8,250 mg CO,, 1,490 mg H,O. — 4,885 mg Subst.: 
0,665 cem N, (21°, 760 mm). 
X9H,,N + C,H,(NO,),0H = (C,,H,,O,N,) (362) 
- Ber. C 49,72 H 38,87 N 15,47 
gh Gef. ,, 50,01 »» 3,71 » 15,81. 
og 
kg Abbauprodukte des Tetrahydro-isochinolins konnten nicht nachgewiesen 
ke werden. 
var Versuch 148. Subcutane Injektion von Dekahydro-chinaldin- | 
ns (cls-trans) (II). Durch Hydrierung von Chinaldin in Essigester wie oben 
oe gewonnenes Dekahydro-chinaldin wurde durch fraktionierte Destillation 
a gereinigt. 
us _ 
a C,,H,N (153) Ber. C 78,35 H 12,51 WN 9,14 
on Gef. ,, 78,12  ,, 12,49  ,, 9,87. q 
ch Auf subeutane Injektion von 0,5 g Dekahydro-chinaldin (= 60 mg/kg) 
reagierte der Hund Bo. nach 2 Stunden durch starkes Zittern, das von den 
te: hinteren Extremitiiten ausging. Die Anfiille wiederholten sich in kurzen Ab- | 
stinden, nach einiger Zeit verhielt sich das Tier wieder véllig normal. Kleinere 
Mengen wurden ohne Stérungen ertragen. In 27 Tagen injizierte ich 10,0 g 
oder pro Tag/kg im Mittel 44,5 mg. Ubliche Fiitterung erginzt durch 
Milch. Der wihrend 82 Tagen gesammelte Harn hatte ein Volumen von 
25,18 Litern und enthielt weder Ausgangsmaterial noch Abbauprodukte 
. desselben. 
ch Zusammenfassung 


1. Zur Priifung des Verhaltens im intermediaren Stoffwechsel | 
wurden verschiedene hydrierte Chinolinbasen, ohne Stérungen zu te 
verursachen, Hunden injiziert. | 


*) Beilstein 20, 275; E. Bamberger u. W. DiecKmann, Ber. chem. 
Gres. 26, 1205 (1893). 





100 Bernhard, Stoffwechsel mit Dekahydro- u. Tetrahydro-chinolin usy, 


2. Dekahydro-chinolin, Dekahydro-isochinolin und Dekahydro- 
chinaldin (cis-trans-Gemische) verschwanden véllig und diirften 
abgebaut werden. 

3. Tetrahydro-chinolin scheint zum Teil zu verbrennen, geitt 
aber zu etwa 25°/, der Theorie in 2-Oxy-chinolin tiber. Partiell, 
d.h. im Pyridinring hydriertes Chinolin vermag der Hund 2 
dehydrieren. 

4, Von verabreichtem Tetrahydro-isochinolin konnte eine 
geringe Menge im Harn unverindert nachgewiesen werden, die 
Hauptmenge wird wohl abgebaut. 


Der Stiftung fiir wissenschaftliche Forschung an der 
Universitit Zirich danke ich fiir die Unterstiitzung der vor- 
liegenden Arbeit. 


Korrektur 
zu K. Bernhard, Diese Z. 248, 8. 270. 
Zeile 14 von oben soll heiBen statt 83,2 g: 83,2 mg Hippursiure. 


Zu K. Bernhard, Diese Z. 256, S. 50. 


FuBnote 2 soll heiBen F. Knoop, Oxydationen im Tierkérper, Stuttgart 1931. 
S. 55, Zeile 11 von unten soll heifen statt 210,1: 201,1. 


Zu B. Flaschentrager und K. Bernhard, Diese Z. 256, S. 71. 
S. 71, Formel III soll heiBen: C,H, ms C0. CH, -CH, “CO. 


S. 72, Versuchsteil mitbearbeitet von weal. med. F. a 
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Uber das Co-Ferment der Glykolyse aus Tumoren. IV“) 
Von 


Heinrich Kraut, Giinter Schmatolla und Rudolf Neumann 



































e —_—— : 


e (Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie Dortmund-Miinster) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Dezember 1938) 


: Das Co-Ferment T ist nach den Ergebnissen unserer III. Unter- 
suchung!) eine Saure, die ein schwer ldsliches Bariumsalz bildet. 
Die Siure selbst ist in iiberschiissiger Salz- oder Schwefelsiure 
schwer léslich und 1&Bt sich dadurch von Brenztraubensiure 
trennen, mit der das Co-Ferment T in bezug auf den Abbau der 
Glucose wirkungsidentisch ist. 

Um das chemische Verhalten des Co-Ferments T zu ermitteln, 
hatten wir es damals auf einem umstiindlichen Weg durch wieder- 
holte Fallungen, Adsorptionen und Elutionen aus der grauen 
Gehirnsubstanz von Rindern dargestellt. Die Kenntnis seiner 
Schwerléslichkeit in Mineralsiuren und der Existenz seines schwer 
lislichen Bariumsalzes bot nunmehr die Méglichkeit, die Darstellung | 
wesentlich zu vereinfachen. Wir trocknen Rinderhirn mit Aceton, 
extrahieren es mit verdiinntem Ammoniak und versetzen den 
Extrakt mit Bariumhydroxyd. Innerhalb einer Woche scheidet 
sich ein voluminéser, das Co-Ferment enthaltender Niederschlag 
ab, den wir nach der Methode unserer III. Mitteilung mit Schwefel- 
siiure zerlegen. Das Co-Ferment lésen wir aus dem Niederschlag 
mit verdiinnter Natronlauge heraus. Aus der alkalischen Liésung 
wird es mit starker Salzsiure abgeschieden und nach dem Lésen 
in Soda durch ein Membranfilter von héher molekularen Begleit- 
stoffen getrennt. Durch Fallung mit Salzsiure und Trocknen mit 
Aceton und Ather wird das Co-Ferment in feste Form iibergefiihrt. 

Da es schwierig war, regelmiBig geniigend grobe Mengen | 
von Rindergrauhirn zu erhalten, suchten wir nach einem anderen 


_ *) Fir die Férderung unserer Untersuchung sind wir der Deutschen 
Vorschungsgemeinschaft sehr zu Dank verpflichtet. 
') H. Kraut u. R. W. Nefflen, Diese Z. 232, 270 (1935). 
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Ausgangsmaterial. H. Kraut und E. Bumm?) hatten gefunden, 
daB Embryonen nach den Tumoren am meisten Co-Ferment T 
enthalten. Rinderembryonen bis zum Alter von etwa 6 Monaten 
erwiesen sich nun als ein ergiebiges Ausgangsmaterial und liefen 
sich auf dieselbe einfache Weise wie Rinderhirn verarbeiten. 

Das neue Darstellungsverfahren des Co-Ferments T unter- 
scheidet sich von dem bisher von uns verwendeten nicht nur durch 
seine gréBere Kinfachheit. Vielmehr besitzen die neuen Priparate 
auch einen erheblich gréBeren Reinheitsgrad als die besten aus 
unserer III. Untersuchung. Hine 30°/,ige Steigerung der Glykolyse 
von Grauhirnschnitten mit 1 mg Trockengewicht wird jetzt von 
0,1—1 y gut gegliickter Priparate hervorgerufen, wahrend friiher 
ungefahr 15 y dafiir erforderlich waren. Diese Reinheitssteigerung 
ist auch deshalb yon Bedeutung, weil damit die Wirksamkeit der 
Brenztraubensaure iibertroffen wurde, von der 2—5y zu derselben 
Glykolysesteigerung erforderlich sind. Sowohl durch die Art der 
Darstellung, wie durch den erreichten Reinheitsgrad wird die 
Verschiedenheit von Co-Ferment 'T und Brenztraubensiure erneut 
bewiesen. Der eingeschlagene Weg der Darstellung erscheint in 
der Tat spezifisch fiir das Co-Ferment T, wenn er auch bisher 
noch nicht zu vollkommen reinen Priparaten fiihrte. 


Die Ausbeute, bezogen auf die Wirksamkeit der Priiparate, ist trotz 
des héheren Reinheitsgrades ungefiihr dieselbe wie bei unserem friiheren 
Verfahren. In dem erreichten Reinheitszustand lassen sich die Co- Ferment T- 
Priparate ohne Wirksamkeitsverlust durch Membranfilter (mittel) filtrieren, 
wihrend sie von eiweiBdichten Filtern zuriickgehalten werden. 

Die chemische Zusammensetzung der Priiparate schwankt in weiten 
Grenzen. In drei anscheinend gleichmiBig verlaufenden Darstellungen fanden 
wir zwischen 83 und 12°/, Stickstoff. Sie gaben noch typische Eiweil- 
reaktionen, z. B. die Millonsche, die Xanthoprotein- und die Biuretreaktion. 
Wie weit der Stickstoffgehalt und die Eiweifreaktionen dem Co-Ferment T 
selbst oder unwirksamen Begleitstoffen zuzuschreiben sind, kann noch nicht 


entschieden werden. 
Zur Bestimmung des Co-Ferments T 


Die quantitative Messung des Co-Ferments T ist mit groben 
Schwierigkeiten verkniipft, da seine Wirksamkeit von dem Zustand 
des iiberlebenden Gehirngewebes, das als Testobjekt dient, auber- 
ordentlich beeinflu8t wird. In unserer vorigen Mitteilung haben 
wir versucht, die MeBbedingungen genauer zu prizisieren, da wir 
die widersprechenden Angaben der Literatur iiber die Existenz 


!) Uber das glykolytische Vermégen verschiedener Organe und seine 
Abhingigkeit vom Co-Ferment-Gehalt. Diese Z. 184, 196 (1929). 
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des Co-Ferments IT’ auf Unterschiede in der Ausfiihrung der 
Messungen zuriickfiihrten. Jetzt sind wir auf eine Tatsache auf- 
merksam geworden, die nicht nur den Fortschritt unserer eigenen 
Untersuchung sehr hemmte, sondern auch eine plausible Erklarung 
fir die ungleichen Ergebnisse verschiedener Beobachter bildet. 
Schon wiihrend unserer friiheren Untersuchung ist es vorgekommen, 
daB einzelne Rattengehirne keine Steigerung ihrer Glykolyse durch 
Zusatz von sonst wirkungskriftigen Co-Fermentlésungen erfuhren }). 
Jetzt beobachteten wir aber diese Erscheinung wochen- und sogar 
monatelang bei simtlichen zur Messung verwendeten Rattengehirnen. 
Die Frage, ob es sich dabei um ein Versagen der Darstellungs- 
methode, bzw. rasche Zerstérung der Priparate, oder aber um 
eine Veriinderung an den zur Messung verwendeten Gehirnschnitten 
handle, konnte schlieBlich dahin entschieden werden, da im glyko- 
lytischen Apparat der Rattengehirne eine Anderung eingetreten 
sein muBte. Wir finden nimlich, daB in diesen Zeiten auch die 
mit Co-Ferment T’ wirkungsidentische Brenztraubensiiure keine 
Steigerung der Glykolyse sowohl von Rattengehirn als auch von 
Rattennieren bewirkt. Festgestellt wurde ferner, daB die Eigen- 
glykolyse der Gehirnschnitte in Zeiten des Versagens der Co-Fer- 
mentwirkung auffallend konstant zwischen 30 und 40 y Milchsiure 
pro mg Trockengewicht und Stunde liegt, wihrend in Zeiten ge- 
gliickter Messungen meist Higenglykolysen von 20—30 y Milch- 
siure pro mg Trockengewicht und Stunde, daneben aber auch 
héhere bis zu 60 y Milchsiure auftreten. Der glykolytische Apparat 
scheint also hier beweglicher zu sein, wihrend in den nicht weiter 
steigerungsfihigen Gehirnen vielleicht schon eine maximale Akti- 
vierung durch das vorhandene Co-Ferment T' vorliegt. 

Bei Durchsicht unserer Versuche fanden wir, da die Steige- 
rungsfahigkeit der Gehirnglykolyse hiufiger im Winter und Frih- 
jahr als im Spatsommer und Herbst vermiBt wurde. An die Még- 
lichkeit eines jahreszeitlichen Einflusses im Zusammenhang mit dem 
Vitamingehalt der Nahrung war also zu denken. Zwei Beob- 
achtungen schienen auch fiir diesen Zusammenhang zu sprechen. 

Vor 3 Jahren war durch eine Unterbrechung der Versuche eine Serie 
von Ratten lingere Zeit bei einseitigem Futter gehalten worden (trockene 
Weizenkérner und Wasser). Die Tiere machten iuferlich einen gesunden 
Eindruck. Allerdings konnten Neugeborene nicht groBgezogen werden, was 
uns sonst regelmdBig gelang. Eine Steigerung der Gehirnglykolyse durch 


Co-Ferment T konnte in dieser Zeit nicht beobachtet werden. Die Steige- 
rungsfihigkeit kehrte aber zuriick, nachdem die Tiere ungefihr 1 Woche 


') Vgl. unsere III. Mitteilung 232, 272 (1935). 
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lang reichlich mit Griinfutter (Gras, Klee, L6wenzahnblitter) versehen waren, 


das sie begierig aufnahmen. 

Als vom Dezember 1937 ab wieder mehrere Serien von Ratten die 
Steigerungsfihigkeit sowohl mit Co-Ferment, wie mit Brenztraubensiiure 
vermissen lieBen und sie auch durch Zulage von Griinfutter nicht wieder. 
gewannen, gaben wir den iiberlebenden Tieren neben der normalen ays 
Wei8brot, Méhren und Griinfutter bestehenden Nahrung 10 Tage lang tiig. 
lich 0,5 cem Sanostol, in dem die Vitamine A bis D reichlich enthalten sein 
sollen. An mehreren Versuchstieren konnten wir daraufhin wieder Steige- 
rungsfihigkeit der Gehirnglykolyse beobachten. 


Indessen kénnte der Zusammenhang mit dem Vitamingehalt 
der Nahrung, wenn er iiberhaupt besteht, nur von einer allmihlich 
sich entwickelnden Verainderung des Gehirngewebes und nicht you 
einem augenblicklichen Mangelzustand verursacht sein. E. Bumu 
und M. Biilow hatten die Freundlichkeit, unsere Versuche im 
Herbst dieses Jahres an vitaminfrei ernihrten Tieren nachzupriifen, 
ohne einen Zusammenhang mit der Steigerungsfihigkeit der 
Glykolyse zu finden. Die Gehirnschnitte ihrer vollkommen vitamin- 
frei ernihrten Tiere erfuhren ebenso wie die der normal ernibrten 
Kontrolltiere und der mit Sanostol gefiitterten durch Zugabe von 
Brenztraubensiure eine regelmiBige Steigerung ihrer Glykolyse. 
Die Ursache fiir das Ausbleiben der Steigerungsfahigkeit ist also 
noch nicht erkannt. Die Vermutung liegt aber nahe, daB das be- 
schriebene unterschiedliche Verhalten der Versuchstiere den Grund 
dafiir bildet, daB gelegentlich die Existenz des Co-Ferments'l’ in 
Zweifel gezogen wurde. 


Experimenteller Teil 


Darstellung von Co-Ferment T aus Rindergrauhirn 
und Rinderembryonen iiber das Bariumsalz 


1. Ausgangsmaterial. Rindergehirn und Rinderembryonen wurden 
sofort nach der Schlachtung im Schlachthof abgeholt und méglichst rasch 
verarbeitet. Die friiher notwendige Trennung von grauer und weifer Gehirn 
substanz konnte unterbleiben. Embryonen bis zur Liinge von 30 em waren 
in bezug auf Verarbeitung und Ausbeute giinstiger als dltere. Die Klauen und 
die Co-fermentarme und blutreiche Leber, Magen und Darm wurden entferut, 
der ganze Rest mit der Fleischmaschine zerkleinert. GréBere Embryonen 
muBten wegen der Festigkeit des Knochengeriistes zerlegt werden, bevor die 
Weichteile, ebenfalls mit Ausnahme von Leber, Magen und Darn, zerkleinert 
werden konnten. Der Gewebsbrei wurde sofort in das 4 fache Volumen Aceton 
eingetragen und 2—8 Stunden unter hiufigem Umriihren darin belassen. 
Dies wurde nach Absaugen auf der Nutsche 3 mal wiederholt. Nach dem 
letzten Absaugen wurde die kriimelige Masse an der Luft getrocknet. Die 
Ausbeute an Trockensubstanz betriigt beim Gehirn etwa 25°/, des Organ 
breies, bei den Embryonen je nach Alter 10—13°. 
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2. Darstellung des Bariumsalzes. Die Trockensubstanz (150 bis 
300 g) wird mit der 3—5 fachen Menge Wasser zu einem dicken Brei an- 


die geriihrt, auf je 100 g Trockensubstanz 10 cem 25°/, iges Ammoniak zugefiigt 
ure und sehr griindlich durchgeknetet. ZweckmiBig wird die Benetzung durch 
er- mehrmaliges kurzes Evakuieren des Breies vervollstiindigt. Der Brei wird 
Us iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt. Am anderen Morgen wird er in 
ig. iiblicher Weise mit Kieselgur vermischt und bei 200 Atmosphiiren ausgepreBt. 
ein Der PreBsaft wird mit der Hiilfte seines Volumens an ganz gesiittigtem 


0. Barytwasser versetzt. Dabei entsteht sofort eine milchige Triibung, die sich 


“) ° 
bei 8tigigem Stehen im Ejisschrank in einen gut absitzenden, flockigen 

alt Niederschlag verwandelt. Die Ausscheidung des Co-Ferment-Salzes erfolgt 
langsam. Trennt man nach ungefihr 3 Tagen den Niederschlag ab, so 

ch | entsteht in den nichsten 3 Tagen nochmals eine Co-fermenthaltige Fallung. 

On Der Niederschlag wurde in einer 2 Liter fassenden Zentrifuge abgetrennt; 

m bei 3500 Umdrehungen setzte er sich rasch und vollstiindig ab. 

im 38. Umwandlung in freie Siure. Der Barytniederschlag wird 

™ aus den groBen Zentrifugenbechern mit wenig (dem 2—3 fachen) 25 °/,iger 

tie Schwefelsiiure in kleine Zentrifugengliser gespiilt und in diesen mit einem 

sal Glasstab sehr griindlich verriihrt, bis keine Kliimpchen mehr vorhanden 

n- sind. Nach dem Abzentrifugieren wird der Niederschlag, der neben dem 

e]) Bariumsulfat das freie Co-Ferment enthilt, nochmals mit ungefihr dem 

on Doppelten seines Volumens an 10 °/,iger Schwefelsiiure verriihrt und ab- 

; zentrifugiert. Hierauf wird der Niederschlag unter Kiihlung mit wenig 

“ 20°/,iger Natronlauge zu einem diinnen Brei fein geriihrt, mit demselben 

50 Volumen Wasser verdiinnt und abzentrifugiert. Die triibe, dunkelbraune 

/e- Fliissigkeit wird durch ein Filter, das aus einer Schicht Kohle (Blutkohle 

nd Merck) zwischen 2 Kieselgurschichten (je 1—2 mm Dicke) besteht, in Réhr- 

m chen von 12 mm Weite abgesaugt, wobei sie vollkommen klar wird. Diese 
Filtration dauerte oft mehrere Stunden. Inzwischen wird der Niederschlag | 
noch i—2 mal mit demselben Volumen Wasser behandelt, bis die abzentri- ! 
fugierte Lisung nur noch schwach braun gefiirbt ist. Diese Ausziige 
brauchen nicht filtriert zu werden. Sie werden mit dem Filtrat vereinigt ) 
und unter guter Kihlung so lange mit 25 °/,iger Salzsiiure tropfenweise 
versetzt, bis eine schmutzig graugriine Fillung eintritt und die tiberstehende 
Lisung stark sauer reagiert. Hierzu waren auf 25 ccm der vereinigten 

on Lisungen meist 15—20 cem der Salzsiiure erforderlich. Nachdem sich der 

ch —F Niederschlag gut zusammengeballt und abgesetzt hat, wird er zentrifugiert, 

D in den Zentrifugenglisern mit einigen Tropten konzentrierter Sodalésung 

1 verrithrt und mit ungefihr dem Doppelten seines Volumens an Wasser 

id — gelést. Die Lésung ist schmutzig braun. 

it, . 4 Ultrafiltration. Die Ultrafiltration wird unter 2 Atmosphiiren 

on § Uberdruck in der Apparatur von Thiessen ausgefiihrt. Durch Membran- 

ie § filter 180--200” der Membranfiltergesellschaft in Géttingen ging das Co-Fer- 

rt ment ohne merklichen Verlust hindureh. Die Filtration dauerte je nach 

on der Konzentration der Sodalésung 3—24 Stunden. Das Filtrat ist fast ao 

n. farblos. Es wird mit 25 °/,iger Salzsiiure besonders vorsichtig unter guter te 

m — Kihlung versetzt, bis das Co-Ferment ausfiillt. Der Niederschlag wird 4 | 

ie § abzentrifugiert und 8 mal mit 8cem Aceton, dann 2mal mit 3 cem Ather 

1 gewaschen und im Zentrifugenglas an der Luft getrocknet. Er ist weib, 


gelegentlich etwas gelblich oder ganz hell briunlich. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVIII. 
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5, Ausbeuten und Wirksamkeit der Priparate. Im 
allgemeinen verarbeiteten wir in einer Charge 3—4 Gehirne bzy. 
2,0—3,5 kg Organbrei von Rinderembryonen. Aus 200—30U ¢ 
Trockensubstanz erhalt man nach der Zerlegung des Bariui- 
salzes und der zweiten Ausfallung mit Salzsiiure (aus der soda- 
alkalischen Lésung) 20—60 mg Trockensubstanz. Bei der Ultra- 
filtration vermindert sich die Trockensubstanz ungefihr auf die 
Hialfte. 

Infolge der ungleichen Steigerungsfaihigkeit der Rattengehirne 
ist es nicht méglich, die zu verschiedenen Zeiten dargestellten 
Priparate in bezug auf ihren Reinheitsgrad zu vergleichen. Aber 
auch in Zeiten normaler Steigerungsfaihigkeit war die Wirksam- 
kejt der Priiparate nach der Ultrafiltration verschieden. Gelegent- 
lich waren sowohl vor wie nach der Ultrafiltration 10 y «ui 
(xehirnschnitte von 1 mg Trockengewicht notwendig, um deutliche 
Glykolysesteigerungen zu erzielen. Meist brauchte man datii 
1—2 y Co-Ferment-Priparat. Noch wirksamere Praparate wurden 
nur in Ausnahmefillen erhalten. 
erzielten schon mit 0,1 y eine Steigerung von mehr als 30°). 


Hieraus geht hervor, daB die Zusammensetzung der Pripar: ate | 


eine ungleichmiBige, und das Ziel der Reinigung ee nicht er- 
reicht ist. 
raschen Zerfall der Priparate sehr beeintrichtigt. 

Kin Praparat, von dem sofort nach der Darstellung 10 ; 
notwendig waren, um eine Steigerung der Glykolyse auf das 
1}/, fache hervorzurufen, bewirkte nach 2 Tagen mit derselben 
Menge eine eben noch erkennbare Glykolysesteigerung. Nacli 
4 Tagen war es ganz wirkungslos. Hs ist méglich, daB die ver- 
hiltnismibig groBe Menge von 10 
Glykolysesteigerung notwendig war, schon einen groBen Prozent- 
satz von unwirksam gewordenem Co-Ferment enthielt. 
sind die Schwankungen der Wirksamkeitsausbeute zu einem er- 
heblichen Teil auf ungleichmiBige Inaktivierung zuriickzufiihren. 
Von einem anderen Priparat, 
nicht gepriift worden war, bewirkten z. B. nach 4 Tagen 10; 
noch eine normale Steigerung. 2 des Priparates XIX ergabeu 


am 2. Tag eine Steigerung auf das 11/, fache, 5 y waren am 5. Tag | 


vollig wirkungslos. Es scheint, dab fiir die Inaktivierung be- 


stimmte Bedingungen exforderlich sind, die wir noch nicht kennen. 
Gelegentlich konnten wir nimlich sogar noch nach 1 Vierteljalr 
mit einigen y Glykolysesteigerungen von 30—50°/, beobachten 


Die beiden besten Prapar: ite 


Allerdings wird die Wirksamkeitssteigerung durch den 


y, die am ersten Tag zur | 


Vielleicht | 


das sofort nach der Darstellung | 
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6. Chemische Untersuchung. Die weiBen bis hell grau- 
braunen Priparate lésen sich nur wenig in Wasser, aber leicht 
und vollstindig in Ringerlésung. Dabei entwickelt sich etwas 
Kohlenséure, 

Das Co-Ferment T ist entweder selbst hochmolekular oder 
an hochmolekulare Substanzen adsorbiert. Bei der Filtration 
durch Ultrafilter feinst (Z = 200’) wird das Co-Ferment zuriick- 
gehalten, so daB im Filtrat mit Saéure kein Niederschlag mehr 
entsteht. 

Zur Anstellung von KiweiBreaktionen verwendeten wir Proben 
yon je 1 mg, gelést in 0,2 ccm Ringerlésung. Die Xanthoprotein- 
reaktion war schwach, aber doch deutlich erkennbar, die Biuret- 
reaktion sehr deutlich. Auch die Millonreaktion war mit allen 
gepriiften Priparaten zu erhalten, aber von verschiedener Stirke, 
was auf die UngleichmaBigkeit der Zusammensetzung schlieBen libt. 

Zur Stickstoffbestimmung verwendeten wir 3 Priparate, deren 
Darstellung gleichméBig verlaufen war. Die Priparate Nr. I und 
Nr. VIII zeigten bei Anwendung von 1 y starke Wirksamkeit. 
Von Praparat Nr. XX, waren 10 y fiir eine deutliche Wirkung 
erforderlich. 

Priparat Nr. I 
3,050 mg Subst.: 0,083 cem N (23°, 756 mm), entspr. 3,1°/) N. 


Priparat Nr. VIII 
2,821 mg Subst.: 0,312 eem N (24,5°, 757 mm), entspr. 12,6°/, N. 


Priparat Nr. XX, 
0,602 mg Subst.: etwa 0,060 cem N (25°, 757 mm), entspr. etwa 11°/, N. 
(Die Priiparate enthielten keinen Glihriickstand.) 


Trotz der groBen Unterschiede in der Wirksamkeit stimmen 
die Priparate VIII und XX, im Stickstoffgehalt ungefahr iiberein, 
wihrend das Priparat I nur den vierten Teil des Stickstoftgehalts 
ler beiden anderen besitzt. 

Auch die Stickstoffbestimmungen bestiitigen also, daB in dem 
erreichten Reinheitsgrad die Co-Ferment-Priparate noch erheb- 
liche Mengen unwirksamer Begleitstoffe enthalten. Die Analyse 
les Priparates I liBt erkennen, daB die Begleitstoffe nicht nur 
zur Klasse der EiweiBverbindungen gehéren. Es ist auch noch 
zWelfelhaft, ob das Co-Ferment T selbst Stickstofi enthilt. 
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Beitrag zur Kenntnis der Thormdlenschen Reaktion 
Von 
F. Bohm 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstiitte der Allg. Pensionsanstalt 
. ’ " oa ‘ ¥, ‘ 
in Neu-Schmecks [Novy Smokovec.] CSR) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Januar 1939) 


Das Melanogen, das beim Melanosarkomkranken in den Urin 
ausgeschieden und durch die Thormilensche?) Reaktion erfafit 
wird, ist bis heute chemisch noch nicht identifiziert. Schwierig- 
keiten der Isolierung und iiuBerst leichte Zersetzlichkeit des iso- 
lierten Stoffes sind unter anderem der Grund hierzu. Uber die 
iltere, diesbeziigliche Literatur wurde in einer a. a. O.”) erschienenen 
Arbeit berichtet und darin auch zu den Ergebnissen und Folge- 
rungen dieser Arbeiten Stellung genommen. Auf Grund eigener 
Untersuchungen konnten damals folgende Ergebnisse erlangt werden: 
Die Thormilenreaktion liBt sich im Menschen- und Kaninchenurin 
nach Belieben durch Fiitterung von Indol hervorrufen. Das im 
Urin ausgeschiedene Chromogen hat die gleichen EKigenschatten 
und Léslichkeitsverhiltnisse wie das im Urin des Sarkomkranken 
beobachtete Melanogen. Die Thormilensche Reaktion tritt nach 
Indolverabreichung erst dann auf, wenn eine gewisse untere Grenze 
des Angebotes iiberschritten wird, das bei Kaninchen etwa 0,00 g 
Indol betriigt. Endlich konnte festgestellt werden, daB die Thor- 
milensche Reaktion nur dann im Urin auftritt, wenn solche Indol- 
(und Pyrrol)-derivate verfiittert werden, deren Pyrrolring (oder die 
1,2,3-Stelle) nicht substituiert sind. Solche Indolderivate waren 
auBer dem Indol das 4-, 5- und 7-Methylindol. Es wurde an- 
genommen, daB es sich beim Chromogen der Thormilenschen 
Reaktion um ein Indolderivat handeln diirfte, daB am Benzolring 
oxydiert ist und dem von Raper hergestellten 5,6-Dioxyindol 
nahestehen diirfte. Die Reaktion tritt erst dann auf, wenn das 
Indolangebot so groB ist, daB der Organismus die angebotene 
Indolmenge nicht glatt in Indoxyl bzw. Indican umformen kano. 


Beim Melanosarkom scheint eine spezielle Schiidigung der Leber 
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vorzuliegen, als deren Folge die Leber entweder das physiologischer- 
weise angebotene Indol nicht zu Indican umwandeln kann und 
teilweise als das Thormiilenchromogen ausscheidet, oder infolge 
des pathologisch verinderten Stoffwechsels des Tumors das Indol- 
angebot tiberaus groB ist. Aus Mangel an Melanosarkomkranken 
konnten aber diese Vermutungen experimentell nicht erhirtet 
werden; diesbeziigliche Untersuchungen wiiren im Interesse der 
Sache sehr erwiinscht. 

In die erwihnte Arbeit wurden drei diesbeziigliche Verdéffent- 
lichungen leider nicht einbezogen, deren eine meiner Ansicht nach 
den wichtigsten bisher erfolgten Schritt beziiglich der Identifikation 
des Thormilenchromogens bedeutet. Die Arbeit von Zeynek und 
Waelsch’) befaBt sich lediglich mit der Isolierung und den Be- 
stiindigkeitsverhiltnissen und qualitativen Reaktionen des isolierten 
Chromogens und liefert eigentlich keine weiterweisenden Erkennt- 
nisse. Barrenscheen und Prinz‘) befassen sich hauptsichlich 
auch mit den Isolierungs- und Konservierungsméglichkeiten des 

Chromogens, bringen aber iiber das atherunlésliche Chromogen 
— um dieses handelt es sich ja bei der Thormilenschen Reak- 
tion — einige Analysendaten, deren wichtigste mir die Fest- 
stellung zu sein scheint, daB das Chromogen schwefelhaltig sei 
und daB der gesamte Schwefel in Form einer Esterschwefelsiure | 

: vorhanden sei. Wesentlich neue Erkenntnisse bringt die Arbeit 

von Linnell und Raper), die die aus Melanosarkomurinen iso- 

lierten (allerdings chemisch nicht identifizierten) Chromogene mit 

denjenigen verglichen, die sie nach der Verfiitterung von 5,6-Di- 

oxyindol an Kaninchen aus dem Harn isolieren konnten. Da 

diese Chromogene in ihrem Verhalten miteinander iibereinstimmen, 

schlieBen sie, dab es sich beim Thormilenchromogen um das 

),6-Dioxyindol handeln diirfte. Nach der Beschreibung der Ver- 

suche stimmt das Verhalten der Chromogene auch mit dem Ver- 

halten unserer Urine nach Verfiitterung von an ihrem Pyrrolring 

nicht substituierten Indolderivaten iiberein. In voller Uberein- 
stimmung mit unseren Befunden, die ohne die Kenntnis der Arbeit 

: von Linnell und Raper erhoben wurden, fanden sie, dab nach 

Verfiitterung von 5,6-Dioxyindol-2-carbonsiure im Urin keine 

| § =Thormilensche Reaktion auftritt. Ihre Befunde reihen sich also 

} unter die von uns aufgestellte allgemeinere Regel, dai die Be- : 

dingung zum Auftreten der Thormilenreaktion im Urin der freie 

Pyrrolring sei. Die 5,6-Dioxyindol-2-carbonsiure kann demnach 

gerade so wenig ein Thormilenchromogenbildner sein, wie dies 





110 F. Bohm, 


weder das 2-Methylindol, das 3-Methylindol, das N-Methylindol, 
noch die Indol-2-carbonsiure, die N-Methyl-2-carbonsiure und 
die Homologen der Indol-3-essigsiure sind. Da der Pyrrolring 
des 5,6-Dioxyindols nicht substituiert ist, ist diese Verbindung 
gerade so ein Thormalenchromogenbildner, wie die oben erwiihnten 
[ndolhomologe, deren 1-, 2- und 3-Stelle unsubstituiert sind. Ip 
diesem Befund liegt aber auch nicht das Wichtige der Arbeit 
Linnel und Rapers. Die Autoren stellten das 2fach-schwefel- 
saure Kalium des 5,6-Dioxyindols synthetisch her. Zum Unter. 
schied zu den gewohnlichen Indicanen, die 1fach esterschwefel- 
saures Kalium sind und deren Schwefelsiuregruppe an der 3-Stelle 
des Pyrrolringes haftet, ist das von den Autoren hergestellte 
Derivat eine 2basische Esterschwefelsiiure, die HSO,-Gruppen 
haften auBerdem noch am Benzolring. Meines Wissens ist dies 
der erste bekannte Indolabkémmling von diesem 'T'ypus 


OO 


KS0,0\_ Prue 

NH 
Das wichtige ist nun, daB diese synthetisch dargestellte Ver. 
bindung die Thormialensche Reaktion gibt, wihrend die iibrigen 
Indicane (synthetisch hergestellt oder aus Urin isoliert) diese Reak- 
tion nicht geben, wie dies eigene Untersuchungen klar dargetau 
haben. Es gelang also Linnel und Raper eine von den bisher 
bekannten Indolesterschwefelsiuren unterschiedliche Indolester- 
schwefelsiiure herzustellen, die die Thormilensche Reaktion gibt. 
DaB diese Verbindung sich anders verhalten wird wie die iibrigen 
,ynormalen“ Indicane, ergibt sich schon aus ihrer Struktur. ‘o 
z. B. kann auf Grund theoretischer Uberlegungen dahin gefolgert 
werden, da8 sie durch Oxydation mit dem Obermeyerschen 
Reagens nicht in Indigo iibergehen wird, da ja am Pyrrolring 
keine Méglichkeit zur Verbindung von 2 Indoxylkomplexen vor- 
handen ist. Beziiglich des Verhaltens im Organismus kann man 
annehmen, daf& das Vorhandensein der 2 OH-Gruppen einen s0 
leichten Angriffspunkt zur Anlagerung der Schwefelsiiure und zu 
Ausscheidung des Dioxyindols liefern diirfte, daB es kaum 21 
einer Oxydation der 3-Stelle und zur Bildung eines Indoxy!ls 
kommen sollte. Dieser Weg wird ja im Organismus, wie ich ¢s 
a. a. O.*) wahrscheinlich gemacht habe, erst dann beschritten, we! 
keine leichteren Umwandlungsméglichkeiten am Indolkomplex vor- 
handen sind. 
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Leider machten Linnell und Raper, die auf die Wichtig- 
keit dieses Befundes gar nicht hinweisen (auch Barrenscheen 
und Prinz erwaéhnen ihn nicht) keine Untersuchungen dariiber, 
ob nach der Verabreichung des 5,6-Dioxyindols nicht auch die 
indicanausscheidung ansteigt. Eine bilanzmiBige Verfolgung der 
Ausscheidung des Indicans und des Thormilenstoffes, wie dies 
yon mir angegeben wurde, kénnte einige Kinblicke in den Mecha- 
nismus der Entstehung der Thormilenschen Reaktion gewihren. 

Durch die Freundlichkeit Herrn Prof. H. Wielands (Miinchen), 
dem ich auch an dieser Stelle herzlichst danke, konnte ich in 
den Besitz von 1,4 g 5-Methoxyindol gelangen, also eines Indol- 
derivates, das am Benzolring oxydiert, am Pyrrolring unbesetzt 
ist. Zum Unterschied vom 5,6-Dioxyindol ist das H der OH- 
Gruppe mit der CH,-Gruppe substituiert, so daB schon im vorn- 
herein gewisse Unterschiede im Verhalten der 2 Indolabkémmlinge 
zu erwarten sind. Im folgenden soll iiber einige Beobachtungen 
und Versuche berichtet werden, die dariitber Aufklirung bringen 
sollen, ob das Vorhandensein des Sauerstoffes in der Methoxy- 
cruppe des Benzolringes ein vom Verhalten der analogen, aber 
sauerstofffreien Indolabkémmlinge abweichendes Verhalten zur 
Folge hat. Zu diesem Zweck wurde das 5-Methoxyindol mit dem 
)-Methylindol in vitro und in vivo verglichen. Zum vergleichs- 
weisen Studium der Reaktionen des 5-Methylindols und des 
5-Methoxyindols wurde eine 10 bzw. 12 mg-°/,ige Lésung in 
30°), Athanol verwendet. Die Ausfiihrung und Verwertung der 
Thormiélenschen, der Ehrlichschen, der Uroroseinreaktion und 
der Reaktion mit naphthochinonsulfonsaurem Natrium wurde 
a. a. Q.*) beschrieben, das Indican wurde teils auf Grund der 
Rose-Extonschen Reaktion®), teils nach Zacherl*) bestimmt. 


Reaktionsweise der Stoffe in vitro 











Naphthochinon- 
Thormilen R Urorosein R | Ehrlich R sulfonsaures 
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nach Lauge rot, | rot, in Amyl- | nach Erwiir- | dunkelblau, mit 
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Wie aus der Zusammenstellung ersichtlich, ist ein Unterschiec 
in der Reaktionsweise der 2 Stoffe lediglich bei der Urorosein- 
reaktion und im weiteren Verlauf der Thormaélenschen Reaktion 
zu ersehen. Im pharmakologischen Verhalten der 2 Stoffe tritt 
aber schon ein deutlicher Unterschied auf. Wahrend 500 mg des 
5-Methylindols auch von kleineren Kaninchen (1500 g) anstandslos 
vertragen werden und die Tiere gleich nach der Kinverleibung 
munter weiter fressen, tritt nach 500 mg des 5-Methoxyindols 
auch bei gréBeren Kaninchen (3000 g) ein narkoseaihnlicher Zustand 
auf: die Tiere liegen entspannt, alle Viere von sich gestreckt, am 
Boden des Kifigs und reagieren kaum auf mechanische Reize. 
Nach etwa 1 Stunde beginnen sie sich zu erholen, nehmen aber 
erst nach 4 Stunden Futter zu sich. Spiter zeigen sich dann 
aber keine Schiidigungen mehr. 

Nach der Verabreichung von je 500 mg der Stoffe sind im 
Urin folgende Befunde zu erheben: Nach Methoxyindol wird ei 
dunkel-olivgriiner Urin entleert, der nach Filtrieren eine priichtige 
griingelbe Fluorescenz zeigt. Nach Methylindol ist der entleerte 
Urin graugelb, mit einem Stich ins Griine, nach Filtrieren fluores- 
ciert er viel weniger. Der fluorescierende Stoff konnte dem Harn 
mit keinem der gebriiuchlichen Lésungsmittel entzogen werden. 
Setzt man mit den Urinen die Rose-Extonsche Reaktion an, 
so kann man aus dem Reaktionsgemisch nach Methoxyindol mittels 
CHCl, blaues Indigo, nach dem Methylindol einen violetten Stott 
entziehen, der vermutlich 5-Methylindigo darstellt. Wenigstens 
laBt er sich in alkalischer Lésung mit Natriumhyposulfit zu einer 
Leukoverbindung reduzieren und wieder zur Farbbase oxydieren. 
Nach diesem Ausschiitteln hinterbleibt im Methoxyindolharn ein 
tiefgriine Losung, aus der sich mit Amylalkohol eine schéne satt- 
sriine Substanz entziehen liBbt. 

Das Reaktionsgemisch mit dem Methylindolharn bleibt nach 
Behandlung mit CHCl, gelbbraun, Amylalkohol entzieht daraus 
einen gelben Stoff, der sich als geléstes FeCl, entpuppte, das 
aus dem Reaktionsgemisch stammt. Dasselbe kann man _ beob- 
achten, wenn man die Obermeyerreaktion ansetzt und nach er- 
schépfendem Ausschiitteln mit CHCl, die nach Methoxyindol 
tiefgriine, nach Methylindol gelbe Lésung mit Amylalkohol aus- 
schiittelt. Die Urorosein- und die Ehrlichsche Reaktion zeigen 
keinerlei Unterschiede, ebensowenig die Reaktion mit naphtho- 
chinonsulfonsaurem Natrium, mit dem eine graublaue Lésung 
entsteht, der mit CHCl, nichts entzogen werden kann. Nach 
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Verabreichung der 2 Stoffe zeigt der mit Essigsiure angesiuerte, 
ceklarte Harn eine Linksdrehung, die im 100 mm-Rohr nach 
500 mg Methoxyindol 0,78°, nach derselben Menge Methylindol 
014° betrug. Die Tollensche Reaktion war in beiden Fallen 
negativ. Die Thormialensche Reaktion war beidemal stark 
positiv, gerade so die Indicanreaktion nach Rose-Exton und 
nach Obermeyer. Uber die diesbeziiglichen Verhiltnisse unter- 
richten die 2 Kurven, die erste ist nach 500 mg Methoxyindol, 
die zweite nach derselben Menge Methylindol gewonnen (Fig. 1 u. 2). 
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Aus den Extinktionskurven geht die interessante Beobachtung 
hervor, daB sich die Stiirke der Thormalenschen Reaktion und 
die GréBe der Indicanausscheidung (erfaBt nach Rose-Exton) 
reziprok verhalten: nach Methoxyindol weniger Indican und eine 
stirkere Thormilenreaktion, nach Methylindol mehr Indican und 
eme schwichere Thormiilenreaktion. Neben dieser Beobachtung 
ergibt sich noch aus den obigen Versuchen, daf nach Ver- 
abreichung von Methoxyindol neben dem Indican ein Stoff aus- 
geschieden wird, der nach Oxydation griin wird und mit dieser Farbe 
leicht in Amylalkohol léslich ist. NachVerabreichung von Methylindol 
konnte das Auftreten dieses Stoffes nicht beobachtet werden. 

Uber die quantitativen Verinderungen im Urin nach Ver- 
abreichung der zwei in Frage stehenden Stoffe unterrichtet die 
tolgende Zusammenstellung: 
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Kaninchen I (14 Tage mit 400 g Kraut ernidhrt) 
Indicanausscheidung pro ~~ 


nach Rose-Exton ... . 6,16 mg 
nach Zacherl ..... ..  wunbestimmbar (unter 0,1 mg) 
Gesamtschwefel. ...... 0,2075 ¢ 
Neutralschwefel. ...... 0,2072¢ 
Esterschwefel. ....... 0,0003 ¢ 


500 mg 5-Methoxyindol in 2 cem Athylacetat und 100 g Wasser 
Indicanausscheidung pro Tag: 


nach Rose-Exton ..... S58 mg Mehrausscheidung 59,04 mg 
nach Zacherl ....... 13,2 mg 13,2 mg 
Gesamtschwefel. ...... 0,1418 ¢ 
Neutralschwefel. ...... 0, 1192 ¢ 
Ksterschwefel. ....... 0,0226¢ 22,3 mg 


g 


Kaninchen II (ernihrt wie oben) 
Indicanausscheidung pro Tag: 


nach Rose-Exton ..... 6,33 mg 

nach Zacherl . . . .. =...  wunbestimmbar (unter 0,1 mg) 
Gresamtschwefel. . ..... 0,2154¢ 
Neutralschwefel. . ..... 0,2152 2 
Esterschwefel. ....... 0,0002¢ 


500 mg 5-Methylindol in 2 cem Athylacetat und 100 cem Wasser 
Indicanausscheidung pro Tag: 


nach Rose-Exton ... . . 104,11 mg Mehrausscheidung 97,77 mg 
nach Zacherl ....... 48,5 mg 48,5 mg 
Gesamtschwefel. ...... 0,1619¢ 
Neutralschwefel. ...... 0,1245¢ 
KEsterschwefel. ....... £0,0874 ¢ 37,2 mg 


Vergleicht man die beiden Bilanzversuche, so fallt ins Auge, 
dai wieder nach Methylindol mehr Indican (erfaBt nach Zacher! 
und Rose-Exton) ausgeschieden wird, wie nach der Einverleibung 
des Methoxyindols, auBerdem wird im ersten Falle auch melr 
Ksterschwefelsiure eliminiert als im zweiten. Vergleicht man 
die sich dabei ergebenden Beziehungen, so kann man zu folgen- 
den Ergebnissen kommen: Die alte Beobachtung von Wang’), 
daB nach Indolverabreichung immer weniger Hsterschwefel aus- 
geschieden wird als dem verabreichten Indol entspricht, immer 
aber mehr, als dem ausgeschiedenen Indican entsprechen wiirde. 
gilt auch fiir unsere beiden Verbindungen. Wenn in unserem 
Falle die 500 mg der verabreichten Substanzen glatt zu deu 
entsprechenden Indicanen geworden wiiren, so miiBbte 68,10 bzw. 
63,75 mg Schwefel ausgeschieden werden. (Mol.-Gew. des Methy!- 
indols 131, des Methoxyindols 147.) In unserem Fall wurden 
aber nur 37 und 22 mg S ausgeschieden, dies ist aber noch immer 
etwa die 3fache Menge des Schwefels, als es derjenigen Indican- 
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ausscheidung entsprechen wiirde, die in unserem Fall mittels der 
Rose-Extonschen Reaktion bestimmt wurde. (Nach Methyl- 
indol 13,31 mg, nach Methoxyindol 7,13 mg 8S.) 

Betrachtet man die mittels der Zacherlschen Methode er- 
faBten Indicanmengen in ihrer Beziehung zur Esterschwefel- 
ausscheidung, so gestalten sich die Verhiiltnisse wie folgt: Der 
nach der Methylindolverabreichung erfaBten Indicanmenge wiirden 
6,60 mg S, dem nach Methoxyindolverabreichung ausgeschiedenen 
Indican 1,59 mg S entsprechen, es besteht also eine etwa 6 fach 
bzw. 14fach gréBere Schwefelausscheidung, wie aus der Indican- 
ausscheidung errechnet wird. Halt man sich aber unsere, a. a. O.°) 
verdffentlichte Beobachtung vor Augen, daB in Modellversuchen 
mittels der Zacherlschen Methode iiber 50°/, des eingewogenen 
Indicans verloren gehen (vermutlich durch Fallung mit Bleiessig) 
und korrigiert man die oben mitgeteilten diesbeziiglichen Werte 
in dieser Hinsicht, so ist die korrigierte Mehrausscheidung von 
Esterschwefel nach Methylindolverabreichung eine etwa 3 fache, 
nach Methoxyindoleinverleibung eine etwa 7fache. Da sich nun 
die mit der Rose-Extonschen Reaktion und der Zacherlschen 
Methode ermittelten Indicanmengen beziiglich der Mehrausschei- 
dung von Schwefel nach Methylindol (etwa das 3 fache nach beiden 
Methoden) ausgleichen, liegt der Schlu8 nahe, daB nach der Ver- 
abreichung von 5-Methoxyindol ein plus von einer Esterschwefel- 
siiure ausgeschieden wird, die sich wohl mit der Rose-Extonschen 
Reaktion, aber nicht mit der Obermeyerschen Reaktion erfassen 
lift. Der Grund dazu wird wohl der sein, dab das entsprechende 
Reaktionsprodukt wohl in Amylacetat (das Ausschiittlungsmittel 
bei der Rose-Extonreaktion), aber nicht in Chloroform loéslich ist. 
Da also nach der Verabreichung von 5-Methylindol mehr Indican 
und ein geringerer SchwefeliiberschuB ausgeschieden wird, wie 
nach der Kinverleibung von 5-Methoxyindol, wonach weniger 
Indican und ein gréBerer SchwefeliiberschuB eliminiert wird, kann 
dahin gefolgert werden, daB die CH,O-Gruppe, die ja reaktions- 
fihiger sein diirfte wie die CH,-Gruppe, wihrend der Passage 
in Kaninchenkérper es zu weitgehenderen Verinderungen am 
Benzolring des Indolabkémmlinges kommen laBt als wie dies mit 
em Methylindol der Fall sein diirfte. Auf Grund dieser Ver- 
suche und Uberlegungen scheint es also nach Verabreichung dieser 
beiden Stoffe zur Ausscheidung zu kommen: 

1. von Indican, das als Indigo mit der Obermeyerschen 
und der Rose-Extonschen Reaktion erfaBt werden kann, 








116 F. Bohm, Beitrag zur Kenntnis der Thormilenschen Reaktion 


2. von einer Esterschwefelsiure, die nur mit der Rose- 
Extonschen Reaktion und nicht mit der Obermeyerreaktion er- 
faBt werden kann, 

3. von einer Esterschwefelsiure, die anscheinend mit keine; 
dieser Reaktionen erfaBt werden kann. Ob eines der zwei letzte, 
der in Amylalkohol iibergehende griine Stoff ist, bleibt vorderhan( 
ungeklirt. 

Wahrend nach Methylindol der unter 1. erwihnte Stofi 
mengenmiBig iiberwiegt, sind nach Methoxyindol die unter 2, 
und 3. erwahnten Substanzen iiberwiegend ausgeschieden. 

Vergegenwartigt man sich den reaktionsindernden Hinflut 
des Sauerstoffatoms am Benzolring des Indolderivates, so gewinnt 
die Annahme, daB es sich beim Thormilenchromogen um einen am 
Benzolring oxydativ verinderten Indolabkémmling handeln diirfie, 
sehr an Wahrscheinlichkeit. Ob es tatsichlich das 5,6-Dioxy- 
indol ist, bleibt noch unentschieden. Selbst Linnell und Raper 
driicken sich hier vorsichtig aus, indem sie auf einige Unter- 
schiede im Verhalten des nach Verfiitterung des 5,6-Dioxyindols 
gewonnenen Chromogens und der synthetisch dargestellten Ester- 
schwefelsiure des Dioxyindols hinweisen (gréfere Bestindigkeit 
des synthetischen Stoffs, Resistenz gegeniiber FeCl,). Es wird 
vorsichtiger sein, lediglich das Vorhandensein von OH-Gruppen 
am Benzolring vorauszusetzen, ohne iiber den Haftungsort und 
Zahl dieser Gruppe Vermutungen auszusprechen. Sicher ist, dab 
das Vorhandensein von OH-Gruppen (Phenolgruppe) am Benzol- 
ring zu Reaktionsprodukten fiihren wird, die sich grundsiitzlich 
anders verhalten werden, wie die bisher bekannten Indolaus- 
scheidungsprodukte. Endgiiltiges dariiber werden aber lediglich 
Isolierungsversuche und Bilanzversuche, wie sie oben ausgefiihrt 
wurden, bringen kénnen. 
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Uber die Bestimmung kleiner Pentosemengen, 
insbesondere in Derivaten der Adenylsaure 

































' Von 
oft | 
9 Wanda Mejbaum 
ub {Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Lwéw (Lemberg)] 
nt (Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1939) 
im 
te, ay , 
my Die immer gréBere Bedeutung der Pentosenderivate in der 
- biochemischen Forschung bringt es mit sich, daB Methoden zu 


ihrer Bestimmung gebraucht werden. Die Bestimmung der Pentosen, 
Is § die sich auf Uberfithrung in Furfurol und der Verwendung der 
Farbreaktionen des abdestillierten Furfurols griindet, versagt bei 
den Verbindungen, in welchen die Phosphorsiuregruppe am 


‘ Kohlenstoff 5 der Ribose verestert ist!). Die Furfurolausbeuten 
“ sind bei diesen Verbindungen gering und nicht konstant, sie 
d hingen von den Mengen der Pentosen ab: die Ursache dieser 
B Erscheinung ist unbekannt. ) 
L Dagegen kann man fiir Farbreaktionen, die in demseiben 
h Reaktionsmilieu stattfinden, in welchem durch Erhitzen mit HCl ; 
;. —  Pentose in Furfurol iibergefiihrt wird, Bedingungen finden, unter 
) §& wWelchen eine Proportionalitit zwischen der Pentosemenge einer- 
¥ seits und der Farbstirke andererseits erreicht wird. Keine Farb- 


reaktion eignet sich dafiir so gut wie die griine Bialsche Farb- 

reaktion, die auftritt, wenn ein Pentosederivat mit Orcin und 

Salzsiure erhitzt wird, die FeCl, enthialt. Die Reaktion von 

bial ist bereits von G. Embden und M. Lehnartz?) sowie von 

Z.Dische und K. Schwarz’) fiir die quantitative Bestimmung 

von Pentosen verwendet worden. In der Arbeit von Dische und 

Schwarz wurden Milligramme von Arabinose, Xylose und Adenyl- 

siiure bestimmt. 
In den Arbeiten unseres Laboratoriums ergab sich lingst | 

das Bediirfnis, gerade die Derivate der Ribose-5-phosphorsiure 

in sehr kleinen Mengen bestimmen zu kénnen. In den Arbeiten, 

it welchen Phosphoriibertragungen mit Hilfe von radioaktivem 
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Phosphor untersucht wurden‘), zeigte sich, in welchem Mabe 
organische Phosphorverbindungen sowohl aneinander als an an. 
organischen Fallungen haften kiunen; wie z. B. NH,MgPO,.6H,0 
aus einer Lésung, die noch Inosinsiure oder Adenylsiure enthiilt, 
immer diese Nucleotide mitnimmt. Dabei wurde die Reaktion von 
Bial stets zur Priifung der phosphorhaltigen Priparate verwendet 
und ihre quantitative Auswertung, besonders von sehr kleinen 
Mengen Pentosederivaten, erschien besonders erwiinscht. Ich habe 
auf Vorschlag von Prof. Parnas unternommen, die Bedingungen 
fiir die colorimetrische Auswertung der Reaktion von Bial, be- 
sonders in der Anwendung auf Derivate der Pentose-5-phosphor- 
siure, festzustellen. 

Ich habe die Bestimmung von Pentosen in Mengen von | bis 
25 y untersucht, also von Mengen, die etwa 3/,, derjenigen be- 
tragen, mit welchen Dische und Schwarz gearbeitet haben. Bei 
diesen Mengen erwies es sich iiberfliissig, die Farbe durch Zusatz 
von Alkohol und Ather, oder durch Kihlen im Eiswasser zu 
fixieren. Dagegen erwies sich ein viel langeres Erwarmen auf 
100° nétig, Dische und Schwarz erhitzen 3 Minuten lang, ici: 
erhitze 20 Minuten lang und erhalte dann eine konstante griine 
Fiarbung. Das Prinzip der Methode ist sehr einfach: am wichtigsten 
ist, daB die Konzentration des HCl und FeCl, konstant gehalten 
wird, daB das Orcinreagens frisch bereitet ist und daB das Kr- 
wiirmen lang genug dauert. 

Reagentien. Konzentrierte Salzsiure wird mit konzentrierter 
FeCl,-Liésung vermischt, so daB der Gehalt 0,1°/, FeCl, betrigt. 
Dieses Reagens muB unbedingt in Flaschen mit Glasstipseln 
aufbewahrt werden, Korkstopfen verderben das Reagens vollstindig, 
so daf es allein eine positive Bialsche Reaktion gibt. Das Orcin 
wird im Verhiltnis von 10 mg fiir 1 ccm der Lésung zu kleinen 
Mengen des Reagens vor deren Benutzung zugefiigt, das Reagens 
ist nur innerhalb einiger Stunden zu verwenden. Fiir die Be- 
stimmung sind kleine Reagenzgliiser von 10 mm Durchmesse! 
praktisch, die eine Marke bei 2, bei 4 und bei 6 ccm haben. Sie 
dienen fiir die Bestimmung sowohl kleinerer als auch grolerer 
Pentosemengen. Fiir die Bestimmung kleiner Mengen wird folgender- 
maBen verfahren: es werden 0,5 ccm der untersuchten Liésung 


und 0,5 ccm des Reagens — die untersuchte Fliissigkeit genau 
abmessen! — vermischt und in einem Becherglas mit siedendem 


Wasser unverschlossen erhitzt. Dann wird auf 2 ccm aufgefiillt, 
und nach Abkiihlen im Pulfrich-Photometer in einer Mikro- 
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kiivette von 5 cm Schichtdicke gemessen, unter Verwendung des 
Filters S61. Diese Vorschrift gilt fiir Mengen von 1 bis 3 y 
Pentose. Fiir gréBere Mengen werden je 1 ccm der untersuchten 
Lisung und des Reagenses gemischt, und die Lisung auf 4 ccm 
aufgefiillt, die Messung geschieht in normalen Kiivetten des 
Pulfrich-Photometers von 1 cm Schichtdicke. Die Marke bei 
6cem dient dazu, um die Endlésung noch 1'/, fach verdiinnen 
zu kénnen, falls sie sich fiir die Bestimmung bei dem Volumen 
von 4ccm zu konzentriert erweist. Bei einiger Erfahrung orientiert 
man sich auf Grund einer vorliufigen Probe dariiber, ob man 
mit der Mikrokiivette wird arbeiten miissen oder mit normalen 
Kiivetten auskommt; und auf welches Volumen man auffiillen soll. 
K's ist besonders hervorzuheben, daB man bei den hier angegebenen 
Mengen und Konzentrationen keine Triibung, kein Ausblassen und 
keine Verschiedenheiten der Farbténe zu befiirchten braucht; wenn 
man gréBere Mengen bestimmen soll, so muB man aber die unter- 
suchte Lésung so verdiinnen, daB sie in 1 cem nicht mehr als 
20 y Pentose enthilt. 

Ich habe die Methode an den folgenden wohl definierten 
Substanzen gepriift: Arabinose, inosinsaures Barium und Muskel- 
adenylsiure, Die Extinktion im Licht des Filters S61 (im zweiten 
Lichtstrahl des Pulfrich-Photometers befindet sich destilliertes 
Wasser) ist in den Grenzen der Konzentration 1 bis 18 y Pentose 
in leem der untersuchten Lésung der Konzentration der freien 
oder gebundenen Pentose genau proportional: sie betragt fiir 27 
Pentose in 1 ccm der untersuchten Fliissigkeit bei 1 cm Schicht- 
dicke 0,0536. In einer Versuchsreihe (35 Bestimmungen), bei 
welcher reines, analysiertes, inosinsaures Barium als Standard- 
substanz diente, fand ich den Wert gleich 0,0536 + 0,0008, bei 
héheren Konzentrationen fillt sie ab und betrigt bei 24 7 0,049. 
Dies alles vorausgesetzt, daB die untersuchte Lésung mit dem 
gleichen Volumen des Reagens 20 Minuten lang auf 100° erhitzt 
war, dann auf das doppelte Volumen verdiinnt worden ist. Wenn 
man mit 0,5 cem einer Pentoselésung mit einigen y Pentose 
arbeitet und auf 2 ccm auffillt, so photometriert man in Mikro- 
kiivetten von 5 cm Schichtdicke; bei héherem Pentosegehalt ver- 
diinnt man die urspriingliche Lésung mit dem doppelten Volumen 
Wasser und arbeitet ebenso; wenn man gréSere Mengen zur Ver- 
fiigung hat, so nimmt man 1 ccm Probelésung, 1 ccm Reagens, 
verdiinnt auf 4 cem und photometriert in Kiivetten von 1 cm 
oder 0,5 em Schichtdicke, wenn die Farbe stark ist. 
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Die Bialsche Reaktion wird durch verschiedene Faktoren 
gestért, insbesondere ist die Anwesenheit von Glucose, von Blej 
und von Nitraten stérend. Barium, das oft als Fallungsmittel dey 
Nucleotide und der Nucleotidpolyphosphorséure angewendet wird, 
stért nicht”). 

Zusammenfassung 


Es wird ein einfaches Verfahren fiir die photometrische 
Auswertung der Bialschen Reaktion an Pentosen und an lis. 
lichen Pentosederivaten mitgeteilt, die sich fiir die Bestimmung 
von 1 bis 20y freier oder gebundener Pentose eignet, insbesondere 
zur Bestimmung der anders schwer zu bestimmenden Pentose in 
Derivaten der Adenosin-5-phosphorsiiure. 
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*) Man kann das hier angegebene Verfahren auch anwenden, wenn 
man kein Pulfrich-Photometer zur Verfiigung hat, sondern ein beliebiges 
Colorimeter. Man stellt dann eine Vergleichslésung her, entwickelt in der 
untersuchten und in der Vergleichslésung die Bialsche Reaktion wie hier 
angegeben und vergleicht colorimetrisch. Als Standardsubstanz, die besonders 
rein und wohldefiniert zu erhalten ist, eignet sich besonders inosinsaures 
Barium, das man durch Umkrystallisieren weitgehend reinigen kann und 
durch Bestimmung des Ba-, P- und N-Gehaltes auf Reinheit priift. 

















Uber Dimethoxy-dipyrromethene 
und Dihalogen-dipyrromethene und ihre Umsetzungen’) 


Von 














che 
lis. Hans Fischer und Adolf Stachel ’) 
ung 
lere (Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
in (Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1939) 
Schon lingere Zeit sind wir damit beschaftigt, Oxy-pyrro- 
methene zu synthetisieren. Das Nichstliegende war, @,«’-Dibrom- 
os pyrromethene, z. B. die beiden folgenden als Ausgangsmaterial 
. ) “TT S — =CH, ce — ~ 
| | i aa ae 
as. o. CH — we Br pl Ce ee 
N N N N 
I I 3) H II ‘) 
—_ S = Propionsiiure. 
- zu beniitzen. Es war nur der Austausch der beiden «-stindigen 
ve Bromatome gegen Hydroxyl notwendig. Wie H. Fischer und 
me J. Aschenbrenner®) zeigten, gelingt der Austausch eines Brom- 
res atoms gegen Methoxyl bei obengenannten Methenen schon durch 
ind 2 stiindiges Kochen am Riickflu8 mit 10°/,igem methylalkoho- 





lischem Kali. Sie gelangten zu den entsprechenden Brom-methoxy- 











pyrromethenen: 
H T -——S i oe ie H, 1 | | C,H; im . ies 
N N N N 
H Ill H IV 


Schwierigkeiten traten auf, auch das andere Brom-Atom zu 
eliminieren bzw. durch eine Oxygruppe zu ersetzen. 


') 23. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 22. Mitteilung, 
Diese Z. im Druck. 

*) Diss. Adolf Stachel, Techn. Hochschule Miinchen 1939. 

‘’) H. Fischer u. H. Andersag, Liebigs Ann. 458, 135 (1927). 

*) H. Fischer u. P. Halbig, Liebigs Ann. 452, 283 (1927). 

*) Diese Z. 229, 71 (1934). 
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— 


Versuche, auch das zweite Bromatom auszutauschen, miBlangen, 


Wir nahmen nun diese Versuche von neuem wieder auf. 


Das 5-Brom-5’-methoxy-pyrromethen (III) wurde in Pyridin mit Ag,( 
gekocht. Eine Abspaltung des Brom als Halogensilber konnte nicht erreicht 
werden. Auch Erhitzen des Methens mit Silberacetat im Bombenrohr unter 
Druck fiihrte zu keinem Erfolg. 

Bei der Oxydation des Pyrromethens (III) mit Perhydrol in Pyridin 
erhielt man nach einiger Zeit eine schwach gelbgefirbte Lésung. Nach 
Verjagen des Pyridins im Vakuum blieb ein hellgelbes Ol zuriick, das mit 
Reduktionsmitteln intensive Pentdyopentreaktion gab. Obwohl die Oxydation 
in den verschiedensten Lésungsmitteln sowohl in der Kialte als auch in der 
Hitze durchgefiihrt wurde, war das Oxydationsprodukt immer das gleiche 
gelbe Ol, das nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. Auch gelang 
es nicht, eine Acetyl- bzw. eine Benzoylverbindung darzustellen. Dab das 
Oxydationsprodukt halogenfrei war, konnte nach chromatographischer 
Reinigung durch negative Beilsteinprobe bewiesen werden. Das Halogen 
wurde wahrscheinlich durch eine Oxygruppe ersetzt. 

Umsetzung des Methens (III) mit Blausiure-Chlorwasserstoff fiilrte 
nur zum Hydrochlorid. 

Bei der Umsetzung des Methens mit Athylmagnesiumbromid-Lésung 
mit und ohne iiberschiissigem Magnesium wurden Zersetzungsprodukte 
festgestellt. 

Beim Erhitzen des Pyrromethens mit Kaliumacetat bzw. Natrium- 
methylat und Wasser im Bombenrohr bei 170° entstanden Schmieren, die 
nicht zur Krystallisation gebracht werden konnten. Die Pentdyopentreaktion 
war negativ. Anilin reagiert nicht. Umsetzung des Pyrromethens mit Kupfer- 
eyaniir in Chinolin fiihrte zu keinem kerncyansubstituierten Methen. 

Diese Umsetzungen wurden, soweit es méglich war, auch mit dem 
Komplexsalz des Methens durchgefiihrt. Denn es wire nicht unwahrschein- 
lich, daB durch das Metall die Haftfestigkeit des Halogens vermindert wird. 
Jedoch verliefen alle Versuche negativ. 


Die Umsetzung des 5-Brom-5’-methoxy-pyrromethens (III 
mit Formaldehyd-Salzsiure fiihrte in der Kialte zu keinem Er- 
gebnis. In der Hitze entstanden blaugriine Schmieren, aus denen 
durch Chromatographieren ein Koproglaukobilin folgender Kon- 
stitution erhalten werden konnte. 


ml eT s igs I 1, 3C oe —=S s= ec cl =e Is 
| = me | al ime" ye 
N N 


tt V 
S = Propionsiure. 
1’,8’-Dioxy-1, 4,5, 8-tetramethy]-bilin-2, 3,6, 7-tetrapropionsiure. 


Dasselbe Ergebnis wurde auch mit Formaldehyd-Bromwasser- 
stoff und Formaldehyd-Schwefelsiiure beobachtet. 
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Nach H. Fischer und R. Hess’) kondensieren Oxymethene 
yom Typus der Neoxanthobilirubinsiure mit Aldehyd-Salzsiure zu 
bilirubinoiden Farbstoffen. Bei der Umsetzung des Pyrromethens III 
mit Formaldehyd-Chlorwasserstoff bildet sich unter Abspaltung 
yon Bromwasserstoff und Kohlendioxyd zunichst Dimethoxy- 
koprobilirubin, das ja schon von H. Fischer und J. Aschen- 
brenner’) aus 5-Methoxy-5’-carboxy-4,4’-dimethyl-3, 3’-dipropion- 
siure mit CH,O—HCl erhalten wurde. Durch die anwesende 
konzentrierte Salzséure wird der Dither verseift und gleich- 
zeitig das Koprobilirubin zum Glaukobilin dehydriert. Abhnlich 
liegt ja der Fall beim Mesobilirubin, das durch lingeres Kochen 
mit konzentrierter Salzsiure teilweise in Glaukobilin iibergeht. 
Mit Diazomethan geht obiger Farbstoff in den Tetramethylester 
iiber, der in blauen Prismen krystallisiert. Schmelzp. 201°; 
Gmelinsche Reaktion positiv. In seinem Aussehen und chemischen 
Verhalten stimmt dieses Koproglaukobilin I1f vollkommen mit 
dem Glaukobilin [IX @ iiberein. Sein Hydrochlorid ist griin. Mit 
alkoholischer Zinkacetatlésung firbt es sich griin und besitzt eine 
scharfe Bande am iuBersten Rot. Auf Jodzusatz tritt Blaufirbung. 
Rotfluorescenz und charakteristisches Spektrum (2 Banden) auf. 

SchlieBlich wurde die von Busch und Stéve*) ausgearbeitete 
Methode der quantitativen Halogenbestimmung in organischen 
Verbindungen durch katalytische Reduktion mittels Palladium auf 
das 5-Brom-5’-methoxy-pyrromethen III iibertragen. Als Kataly- 
sator verwendete Busch palladiniertes CaCO, bzw. BaSO,. Wasser- 
stoffspender ist Hydrazinhydrat. Nach eingehenden Untersuchungen 
Buschs’) verlauft die Katalyse des Hydrazins in alkoholischem 
Kali unter dem EinfluB des palladinierten CaCO, zu N, und H,. 
Das alkoholische Kali dient auSerdem noch zur Neutralisation 
des bei der Reaktion entstehenden Halogenwasserstoffes. Das auf 
dem CaCO, als Palladiumhydroxyd vorliegende Palladium wird erst 
im Laufe der Reaktion durch den nascierenden Wasserstofi zum 
Metall reduziert und wirkt im statu nascendi besonders energisch. 

Hydriert man nun das Methen III in methylalkoholischem, 
schwach alkalischem Medium mit Pd—CaCO,—H,N—NH, durch 
lingeres Kochen am RiickfluB, so erhilt man in ziemlich guter 
Ausbeute das «-freie Methoxy-pyrromethen. 


) Diese Z. 194, 193 (1931). 

*) Diese Z. 229, 75 (1984). 

‘’) Ber. chem. Ges. 49, 1063 (1916); Z. angew. Chem. 38, 519 (1925); 
41, 1247 (1928). 
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Hydrierung in der Kalte fiihrt zu keinem Erfolg. Die Hydric. 


rung gelingt auch, wenn man statt Hydrazinhydrat Wasserstoff 


in die Reaktionslésung einleitet, jedoch ist die Ausbeute an 
a-freiem Methoxy-pyrromethen wesentlich schlechter. Der Kataly- 
sator kann 2—3 mal verwendet werden. Die freie Saiure des Oxy- 
pyrromethens ist in den meisten organischen Lésungsmitteln sehr 
schwer léslich; Umkrystallisieren aus Eisessig gelingt nur unter 
groBen Verlusten. Veresterung mit methylalkoholischer Salzsiiure 
fiihrt zum Dimethylester, der in hellgelben Prismen vom Schmelz- 
punkt 157° krystallisiert. Mit Ehrlichs Reagens tritt die fiir 
a-freie Oxy-pyrromethene charakteristische Griinfarbung in der 
Hitze auf. Die Beilsteinprobe ist negativ. Mit Diazobenzolsulfo- 
siiure liBt sich das Methen zum Azofarbstoff kuppeln. 


no—-8 iy-— 0, 
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Als Hydrochlorid krystallisiert dieser in langen bronzeglinzen- 
den Nadeln vom Schmelzp. 174° aus. 

Busch hat nun bei der Hydrierung von Brombenzol geringe 
Mengen von Biphenyl isolieren kénnen. Es lag nahe, die Reaktion 
in der Weise abzuindern, daB das bi- bzw. tetramolekulare Produkt 
als Hauptprodukt anfallt. Dies konnte dadurch erreicht werden, 
daB man dem Katalysator eine rein dehalogenierende Wirkung 
zukommen lieB, die Reaktion also bei Abwesenheit von Wasser- 
stoff durchfiihrte. 

Kocht man nun das 5-Brom-5’-methoxy-pyrromethen IJ] im 
alkoholischen, schwach alkalischen Medium mit Pd—CaCO, langere 
Zeit am RiickfluB, so erhalt man als Hauptprodukt einen vier- 
kernigen Kérper. Durch den Katalysator, der als Palladium- 
hydroxyd vorliegt, wird Halogen aus dem Methen als Palladium- 
bromid abgespalten. Das dadurch entstehende Radikal lagert 
sich, da ja der zur Besetzung der freien Stelle notwendige Wasser- 
stoff nicht vorhanden ist, zu einem Kérper folgender Konstitution 


zusammen. 
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CH, H,C——s T I. mL S-——CHs 
y H,COK, = s* + Br, poner 7 OCH; 
N N —_ N 
H | H 
y 
H,C——s S;——,CH, H.C, ——8 , “CH, 
PP ee LI “TT 
toff HCO CH —_—| _}-—ca—_ocn, 
- N N N YT 
“i H Vill H 
LiV~ 
xy= Wir haben hiermit den Vertreter einer neuen Kérperklasse, 
ly nimlich die der a,a-’-Dimethoxy-dipyrromethene, vor uns. 
ater Zum erstenmal wurde ein Koérper dihnlicher Konstitution bei der Um- 
ure setzung des 5-Brom-5’-methoxy-4, 4’-3, 3’-tetramethyl-pyrromethens') mit Zink- 


staub in benzolischer Lésung von Herrn L. Raum erhalten, und zwar das 
Zinksalz folgender Formulierung: 











der H, T | YH, my mas i ee ‘- H,0,—— | 

lfo- Hl CON pa CH— Ng = CH \ OCH; 
| = ” N N Zn 
H H / 


Aus duBeren Griinden muBte diese Arbeit abgebrochen werden, soll 
aber demniichst fortgesetzt werden. Es ist interessant, daB anscheinend 
durch die CH,-Gruppen in §-Stellung eine betrichtliche Auflockerung des 
«-Halogenatoms eintritt im Vergleich zu den obengenannten Pyrromethenen III 
und IV, bei denen diese Umsetzungen zu keinem Erfolg fiihrten. 


en- Die freie Siure konnte aus der Reaktionslésung durch Fallen 
mit verdiinnter Essigsiiure in blauen Flocken erhalten werden. 
ge Sie ist in allen gebriuchlichen organischen Lésungsmitteln auBer { 
100 in Pyridin unléslich. Durch Verestern mit methylalkoholischer 
akt Salzsiure geht der Farbstoff in den Tetramethylester iiber, der 
en, in prichtigen, langen, griinschillernden Nadeln krystallisiert. 
Ing Schmelzp. 184°; die Gmelinsche Reaktion ist positiv, eine Be- 
er- stiitigung der gallenfarbstoffahnlichen Konstitution und der leichten 
Oxydationsfihigkeit dieser Kérperklasse. 
im Der in Lésung rote Farbstoff besitzt eine breite verwaschene 
are Bande im Grin und ist durch intensive Gelbfluorescenz gekenn- 
er zeichnet. Das griine Hydrochlorid fluoresziert nicht mehr und 
m- besitzt eine scharfe Bande im Rot und eine verwaschene im Blau. 
m- Komplexsalzbildung mit Zn- bzw. Cu-Acetat tritt ein. Dabei ver- 
ort : hwindet die Fluorescenz. Wegen ihrer Unbestindigkeit konnten 
er (lie Komplexsalze noch nicht krystallisiert erhalten werden. Mit 


on anon | 
1) H. Fischer u. J. Aschenbrenner, Diese Z. 245, 108 (1937). ; 
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Benzoldiazoniumchlorid wird er nicht wie die Gallenfarbstoffe 7 
Pyrromethenazofarbstoffen aufgespalten. Bei der Reduktion mit 
Zinkstaub—Eisessig verschwindet die rote Farbe und Fluorescenz 
allmahlich. Der Farbstoff geht in Methoxy-pyrromethen iiber, und 
zwar tritt die Aufspaltung an der schwachsten Stelle des Mole- 
kiils; an der C-—C-Bindung ein. 


S S, CH, 


| | | | : | J | aba: 
HCO. _+—cuH—4 J — 4 ~cH——._ 0H, 
N N N 


N « 
H H 


S = Propionsiiure. 





Die gelbe Liésung gibt mit Ehrlichs Reagens in der Hitze 
Griinfarbung. Mit Diazobenzolsulfonsiure kuppelt sie zum Azo- 
farbstoff, dessen Hydrochlorid mit dem aus dem Methen VI dar- 
gestellten in Krystallform und Schmelpunkt tbereinstimmt.  |m 
Mischschmelzpunkt mit diesem gibt er keine Depression. 

LaBt man die Lésung des Farbstoffes lingere Zeit am Tageslicht 
stehen, so verschwinden Farbe und Fluorescenz. Man erhilt eine schwach 
gelbgefirbte Lésung. Nach Verjagen des Lésungsmittels erhilt man das 
gleiche gelbe Ol, das man, wie schon oben erwihnt, bei der Oxydation von 
5-Brom-5’-methoxy-4, 4’-dimethyl-3, 3’-dipropionsiure-pyrromethen mit Per- 
hydrol erhalten hat. Der Farbstoff wird augenscheinlich oxydativ zum 
Dioxy-pyrromethen aufgespalten. Mit Reduktionsmitteln gibt das Ol wieder 
starke Pentyopentreaktion. Im Sonnenlicht verliiuft die oxydative Aufspaltung 
innerhalb 20 Minuten quantitativ. 


Die angefiihrten Umsetzungen des Pyrromethens [I] wurden 
nun auf das 5-Brom-5’-methoxy-4,4’-dimethyl-3,3’-diaithyl-pyrro- 
methen IV mit gleichem Erfolg iibertragen. Seine Umsetzung mit 
CH,O—HCI in der Hitze fiihrt neben geringen Mengen anderer 


Farbstoffe zum Atioglaukobilin folgender Konstitution: 
H,C——0,H, Se 10H, H,0-——(EH, 
ue 


| | 
H OW = CH— 














bn gor \ 2 OH 


N N N N 
H IX 


1’,8’-Dioxy-1, 4, 5, 8-tetramethy1-2, 3, 6, 7-tetraiéithy]-bilin. 


Rotbraune Prismen; Schmelzp. 183°; Gmelinsche Reaktion 
positiv. Ubereinstimmung mit dem natiirlichen Glaukobilin. Mit 
der Synthese dieses Farbstoffes ist wiederum der Beweis erbrachit, 
daB es durchaus méglich ist, direkt aus Brom-Methoxy-pyrromethenen 
bilirubinoide Farbstoffe darzustellen, in denen die Haftfestigkeit 
des Halogen meist nicht sehr groB ist. 
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Bei der katalytischen Reduktion des Pyrromethens IV in 
alkoholischer, schwach alkalischer Lésung mit Pd—CaCO,-Hydrazin- 
hydrat konnte das 5-Methoxy-4,4’-dimethyl -3,3’- diathyl-pyrro- 
methen isoliert werden. 


H.C C,Hs H,C,—CH, 
H,CO. +——cH— ue 
N N 
X H 


Das Methen krystallisiert in gelben Prismen. Die Beilstein- 
probe ist negativ. Mit Ehrlichs Reagens tritt in der Hitze Griin- 
firbung ein. Mit Benzoldiazoniumchlorid kuppelt das Methen zum 
Azofarbstoff, der als Hydrochlorid in langen, griinen Prismen vom 
Schmelzp. 143° krystallisiert. 








H,0——(,H, ee 
op JeyenZ7 \ 
HOW VU ee PS | a, N=N \ 
N — 
HCl XI H 


Nach dem Analysenergebnis ist die Methoxygruppe verseift, 
ob durch den Mechanismus der Kupplungsreaktion oder durch die 
Salzsiiure allein, wird noch untersucht. 

Kocht man das Methen IV in alkoholischer, schwach alka- 
lischer Lésung mit Pd—CaCO, langere Zeit am Riickflub, labt 
man dem Katalysator also wieder dehalogenierende Wirkung zu- 
"eae SO ee man ein weiteres Dimethoxy-dipyrromethen. 

















H,C; H,C, =a H.C-—¢,H, H,0—= a 
| LI sac 
HCO CH —_———l_}—cu——\_/0cu, 
N i. N N 
H XII H 


1’,8’-Dimethoxy-1, 4, 5, 8-tetramethy]-2, 3, 6, 7-tetraithyl-bispyrromethen. 


Der Farbstoff krystallisiert in langen, griinen Nadeln vom 
Schmelzp. 247° In seinem Aussehen und chemischem Verhalten 
stimmt er mit dem Ké6rper VI vollkommen iiberein. Ob die 
Dimethoxykérper wieder riickwarts in die Dibromverbindungen 
iiberfiihrbar sind, wird noch bearbeitet. 

Interessante Ergebnisse wurden bei der Umsetzung von 
5,5’- Dibrom-4, 4’- dimethyl-3, 3’- dipropionsiiure-pyrromethen bzw. 
),5'- Dibrom-4, 4’- dimethy]-3, 3’-diiithyl-pyrromethen mit Busch- 
Katalysator Pd—CaCO, in alkoholischer Lisung festgestellt. Neben 
geringen Mengen anderer Farbstoffe konnten schén krystallisierte 
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Kérper erhalten werden, die nach den Ergebnissen der Elementar- 
analyse als Palladiumsalze aufzufassen sind. Molekulargewichts- 
bestimmung und Analysenergebnisse weisen darauf hin, daB hier 
vierkernige Systeme mit komplexem Palladium vorliegen. [ie 
Summenformeln der Palladiumsalze sind zu C,,H,,N,O,Pdbr, 
bzw. C,H, ,N,PdBr, anzunehmen. Den Reaktionsmechanismu: 
denken wir uns wie folgt: der auf dem CaCO, als Palladium- 
hydroxyd vorliegende Katalysator spaltet aus je einem Pyrromethen 
je ein Brom ab unter Bildung eines Dibrombispyrromethens, as 
dann mit dem Pd OH), Komplexsalzbildung zu dem Korper 
folgender Konstitution eingeht: 


H,C 9 7 Th 3 H, + oT CH, 
Bry. -——CH—1_ JB pil ~CH= : Les 














N N YX 
H | i 
Pd | (OH); 
Y 
Hj.0—R R— CH,  4,C i ' CH 
_ | J | | 
N N N N 


“Mag 
XIII Npa 
R = —CH,—CH,—COOCH, bzw. —C,H;. 


Das Palladium liegt zweiwertig vor und bewirkt eine Labili- 
sierung der Halogenatome, wie die Umsetzung obiger Koérper mit 
konzentrierten Halogenwasserstofisiuren zu den entsprechenden 
Dihalogen-dipyrromethenen beweist. Auf diese Reaktionen wird 
weiter unten noch naher eingegangen. Das Brom ist aus dem 
Methen weder durch Schiitteln der Palladiumsalzlésung mit AgN0, 
noch durch Kochen der alkoholischen Lésung mit AgNO, 
Halogensilber abspaltbar. Bromierungsversuche verliefen negatiy. 
Um ein Perbromid kann es sich nicht handeln, denn mit Aceton 
entsteht kein Bromaceton. Die Reaktion nach Gmelin liefert 
folgendes Farbenspiel: rot blau, violett, gelb. Mit Benzoldiazonium- 
chlorid gelingt es nicht einen Azofarbstoff darzustellen. Das 
Palladium ist nicht zu entfernen, ohne den Kérper als solchen 
zu veriindern. Bei der Einwirkung von konzentrierter Salzsiure 
und Jodwasserstofisiure auf das Palladiumsalz entstehen unter 
Abspaltung des Palladiums die entsprechenden Dihalogenderivate. 

Ks findet also ein Austausch der locker sitzenden Bromatome 
gegen Chlor bzw. Jod statt. 
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H,C; ===R TI H,C R 4 --- is 
== | A lseggi ch 
Br +—on—l J —____l_} _cn— (Br 


N N N N 
| HC (HJ) 


Vv 
H,C—=R y Tt R08 
| 
——cH—-|_}}_______}-__cH= L Zou) 


N N N N 
H H 
R = CH,—CH,—COOCH, bzw. C,H;. 


Dieses Verhalten erinnert an das des Trichlor-triphenyl-brom- 
methans, das nach Gomberg’) in fliissigem SO, das Brom leicht 
cegen Chlor austauscht. Weiterhin zeigte Hantzsch?), daB Tribrom- 
diazobenzolchlorid beim Stehen in verdiinnter Salzsaure leicht in 
Dibrom-chlor-diazobenzolbromid und weiter in Dichlor-brom- 
diazobenzolbromid ibergeht. 























N=N—Cl | N=N—Br N=N—Br 
| | | 
Br7 “Br 7 | i 
i Sas © Gea ae 
SS — 
Br Br Br 


Die Konstitution der Dihalogen-bispyrromethene wird durch 
Molekulargewichtsbestimmung und Analysenergebnisse bestiatigt. 
In ihrem chemischen Verhalten stimmen sie im wesentlichen mit 
den Dimethoxy-dipyrromethenen iiberein. Sie krystallisieren in 
prichtigen, grinmen Prismen bzw. Nadeln. In Lésung sind die 
Farbstoffe intensiv blau gefarbt und besitzen eine scharfe Bande 
im Rot. Sie fluorescieren rot. Die Hydrochloride sind griin. 
Die Gmelinsche Reaktion liefert folgendes Farbenspiel: blau, 
grin, rot, gelb. Mit Zn- bzw. Cu-Acetat tritt Komplexsalzbildung 
ein. Diese Komplexsalze krystallisieren im Gegensatz zu denen 
der Dimethoxy-bispyrromethene ausgezeichnet. Mit Benzoldiazo- 
niumchlorid lassen sie sich nicht unter Aufspaltung zum Azofarb- 
stoff kuppeln. Bei der Reduktion des 1’,8’-Dichlor-1,4,5,8-tetra- 
ethyl - 2,3, 6,7 -tetrapropionsiure - tetraithylester - bispyrromethens 
mit Zinkstaub—Eisessig konnte in geringer Menge ein in gelben 
Prismen krystallisierter Kérper erhalten werden, Schmelzp. 147°. 


') Ber. chem. Ges. 42, 409 (1909). 
*) Chem. Z. 9, II, 1051 (1897). 
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Die Analyse stimmt auf ein Monochlor-pyrromethen. Der Dichlor- 


kérper wird also an der Fieger aufgespalten. 
H,C——=s —~< H, L S 


Po i ane w=" J 


tt 
S = ae 








Durch Belichtung tritt gleichfalls Spaltung ein. Mit Palladium- 


chloriir in Chloroform tritt bei 2 stiindigem Kochen unter Zusatz 
von Magnesiumcarbonat Komplexsalzbildung ein. In dunkelbraunen 
Prismen krystallisiert das komplexe Palladiumsalz aus. Schmelz- 
punkt 182°, zusammengesetzt entsprechend Formulierung XIII. 

Die in dieser Arbeit zum erstenmal beschriebenen Dimeth- 
oxy-dipyrromethene und Dihalogen-dipyrromethene stimmen prin- 
zipiell in der Konstitution iiberein; der Farbunterschied und der 
der Fluorescenzfarbe erkliren sich ungezwungen durch die Ver- 
schiedenart der Substituenten, allgemein tritt ja Farbvertiefung 
beim Eintritt von Halogen ein. 

Man sollte erwarten, dab angesichts der nahen konstitutio- 
nellen Beziehungen zum Bilirubin und Mesobilirubin (denkt man 
sich in den beiden genannten Farbstoffen die mittelstindige 
Methylengruppe weg, so hat man den Formeltyp der neuen Farb- 
stoffe vor sich) weitgehende Analogie mit diesen Farbstoffen |e- 
stiinde. In der Tat ist die Gmelinsche Reaktion positiv, aber 
es fehlt die violette Phase. Auffallend ist jedoch die Fluorescenz- 
erscheinung dieser Kérper. Allerdings fluoresciert eine mit Wasser 
verdiinnte Builirubin—Pyrrolidinlésung auch deutlich. Auffallend 
ist auch das scharfe Absorptionsspektrum der Dihalogen-dipyrro- 
methene im Rot, ebenso die Tatsache der Komplexsalzbildung. 

Die Untersuchung wird weiter fortgesetzt und insbesondere 
werden weitere 2fach gebromte Pyrromethene der milden Reduk- 
tion mit Palladium unterzogen, denn aus der bisherigen Unter- 
suchung haben sich bereits Anhaltspunkte fiir das Auftreten ver- 
schiedenartiger Dehydrierungsstufen ergeben, deren Isolierung ge- 
plant ist. Auch bietet es Interesse, ob diese Farbstoffe in der Natur 
vorkommen, insbesondere im pflanzlichen Organismus, z. B. Algen. 


Versuche 
Zinksalz des 5-Brom-5’-methoxy-4, 4’-dimethyl-3, 3’-dipropion- 
saure-dimethylester-pyrromethens. 200mg Pyrromethen werden in wenig 
Chloroform und Methanol gelést und mit ein paar Tropfen alkoholischer 
Zinkacetatlésung kurz gekocht. Nach Einstellen in eine Kiltemischung und 
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Reiben mit dem Glasstab scheidet sich das Zinksalz alsbald in orangegelben 
balkenférmigen Prismen mit griinem Oberflichenglanz ab. Schmelzp. 134°. 
Zur Analyse wurde mehrmals aus Methanol umkrystallisiert. 


5,172 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 9,338 mg CO,, 2,300 mg H,0. -- 
3.507 mg Subst. 0,185 cem N, (24°, 714 mm). — 2,859 mg Subst. 4,041 mg AgJ. — 
5,583 mg Subst. 2,273 mg AgBr. 

Cy HygN,O;.Br.Zn (969,7) 
Ber.: C 49,50 H 5,00 N 5,78 Br 16,48 OCH, 19,16 
Gef.: ,, 49,24 » 4,98 » 9,78 »y 17,32 » 18,67. 


Koproglaukobilin II-¢-tetramethylester. 1 ¢ 5-Brom-5’-methoxy- 
4, 4’-dimethyl-3, 3’-dipropionsiure-pyrromethen wird in 10ccem 40°/,iger 
Formaldehydlésung aufgeschlimmt und mit 2 ccm konzentrierter HCl versetzt. 
Man erhitzt '/, Stunde auf dem siedenden Wasserbad. Dabei geht das Methen 
unter Bildung blaugriiner Schmieren in Lésung. Nach dem Erkalten wird 
die Lésung in 2 Liter CHCl, gegossen und neutral gewaschen. Das ent- 
standene Koproglaukobilin wird nun mit einer Diazomethanlésung verestert. 
Nach 1/, Stunde wird das iiberschiissige Diazomethan mit verdiinnter HCl 
zerstért und neutral gewaschen. Zur Probe der vollstindigen Veresterung 
wird einmal mit verdiinntem NaOH durchgeschiittelt. Nach Neutralwaschen 
und Trockenfiltrieren wird auf 50 ccm eingeengt und zur Reinigung an Al,O, 
chromatographiert. Entwickelt wird mit Chloroform-Ather im Verhiitnis 1:1. 
Der Koproglaukobilin-tetramethylester wird nur wenig festgehalten. Nach 
Einengen der CHC),-Lésung krystallisiert auf Zusatz von Methanol der 
Ester in abgeschriigten, dunkelblauen Prismen aus, Schmelzp. 201°. 

Zur Analyse wurde aus Aceton-Methanol umkrystallisiert. 


4,710 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 11,094 mg CO,, 2,628 mg H,O. — 
4,868 mg Subst. 0,349 cem N, (22°, 721 mm). — 3,384 mg Subst. 4,260 mg AgJ. 


C,.H,,N,O,, (730) Ber. C 64,11 H6,30 N7,67 OCH, 16,99 
Gef. ,, 64,24 _ oe ,. 187 » 16,25. 


5-Methoxy-4,4’-dimethyl-3,3’-dipropionsaure-dimethylester-pyrro- 
methen. 500 mg  5’-Brom-5-methoxy-4, 4’-dimethyl-3, 3’-dipropionsiure- 
pyrromethen werden in 300 ccm Methanol gelést und unter Zusatz von 
80 cem 5°%/,igem, frisch dargestelltem, methylalkoholischem Kali und 
10 cem Hydrazinhydrat und 1 g Buschkatalysator (Pd-CaCO,) 24 Stunden 
am RiiekfluB gekocht. Die Lésung firbt sich dabei hellgelb. Nach dem 
Erkalten wird vom Katalysator abfiltriert und die Lésung auf 100 ccm 
eingeengt. In diese Lésung wird zur Veresterung des a-freien Methoxy- 
pyrromethens unter Kiskochsalzkiihlung trockener Chlorwasserstoff eingeleitet 
und nach vollstindiger Sittigung 2 Stunden stehen gelassen. Die salzsaure 
methylalkoholische Lésung wird dann in 2 Liter Ather gegossen und durch 
Abstumpfen der Salzsiiure mit Ammoniak der Dimethylester des Methoxy- 
pyrromethens in den Ather getrieben. Dann wird neutral gewaschen und 
nach Trocknen des Athers durch mehrmaliges Filtrieren auf 50cem ein- 
geengt. Zur Reinigung wird dann chromatographiert. Als Adsorptions- 
mittel dient Al,Os. Entwickelt wird mit Ather. Dabei liuft die hellgelb 
gefirbte Lésung des Dimethylesters glatt durch, wihrend nicht umgesetztes 
Ausgangsmaterial festgehalten wird. Nach Einengen des Athers krystallisiert 
auf Zusatz von Methanol der Dimethylester des 5-Methoxy-4, 4’-dimethyl- 
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3, 3’-dipropionsiure-pyrromethens in hellgelben Prismen aus. Das Methen 
ist hygroskopisch. Die Krystalle zerflieBen bei laingerem Stehen an der 


Luft. Schmelzp. 157°. 
Zur Analyse wurde aus Aceton~Methanol umkrystallisiert. 


4,043 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 9,553 mg CO,, 2,370 mg H,0, — 
3,937 mg Subst. 0,268 eem N, (22°, 718 mm). 
Cy,H.,.N,O0; (374,3) Ber. C 64,12 H 7,02 N 7,46 
Gef. ,, 64,64 , 658 ,, 7,49. 


Kupplung von 5-Methoxy-4, 4’-dimethyl-3, 3’-dipropionsaure-di 
methylester-pyrromethen. 50mg Methen werden in 10cem Methanol 
geldst und mit 1 cem Diazobenzolsulfonsiure-Loésung versetzt. Die Liésung 
firbt sich sofort rot. Nach Einengen auf dem Wasserbad versetzt man 
mit einem Tropfen konzentrierter HC! und libt erkalten. Das Hydrochlorid 
des Azofarbstoffes krystallisiert aus der blauvioletten Lésung in langen, 
bronzegliinzenden Nadeln aus. Schmelzp. 174°. 

Zur Analyse wurde aus Aceton—Methanol-Salzsiure umkrystallisiert. 


4,261 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 8,178 mg CO,, 1,984 mg H,0. — 
3,401 mg Subst. 0,291 cem N, (22°, 719 mm). — 3,921 mg Subst. 4,524 mg Ag. 
C,,H;,N,0,SCl (594,5) Ber. C 52,48 H 5,21 N 9,42 OCH, 15,30 

Gef. ,, 52,34 ,, 5,22 ,, 9,37 yy 15,24, 


1’,8’-Dimethoxy-1,4,5,8-tetramethyl-bispyrromethen-2,3,6,7 -tetra- 
propionsaure-tetramethylester. 1¢ 5-Brom-5’-methoxy-4, 4’-dimethy]- 
pyrromethen-3, 3’ dipropionsiure werden in 300 ccm Methanol gelést und 
unter Zusatz von 45 ecm 5 °/,igem methylalkoholischem Kali und 2 g Pd-CaC0, 
(Buschkatalysator) 36 Stunden am RiickfluB gekocht. Nach dem Erkalten 
wird vom Katalysator abfiltriert und mit Methanol gewaschen. (Der Kataly- 
sator kann zur weiteren Dehalogenierung verwendet werden.) Die schwach 
alkalische rote, gelbfluorescierende Lésung wird nunmehr mit 2000 cem Wasser 
versetzt und bei Zimmertemperatur die freie Siure des Dimethoxy-bispyrro- 
methens mit verdiinnter Essigsiure gefillt. Die abgeschiedenen dunkel- 
blauen Flocken werden abfiltriert und mit destilliertem Wasser so lange 
gewaschen, bis das Filtrat farblos abliuft. Die Flocken werden im Vakuum 
exsiccator tiber P,O, getrocknet. Die trockenen, gut verriebenen Flocken 
werden dann mit 50 ccm gesiittigter methylalkoholischer Salzsiiure iiber- 
gossen und 2—3 Stunden verschlossen stehen gelassen. Dann wird die 
blaugriine Lisung des Esterhydrochlorids in 4 Liter Ather gegossen. Nach 
Abstumpfen der Salzsiure mit Ammoniak geht der Tetramethylester des 
Dimethoxy-bispyrromethens mit roter Farbe und intensiver Gelbfluorescenz 
in Ather. Es wird einmal mit verdiinnter NaOH durchgeschiittelt, um 
eventuell unverestertes Material zu entfernen und dann neutral gewaschen. 
Durch mehrmaliges Filtrieren durch Faltenfilter wird die aitherische Lisung 
getrocknet und auf 50 ccm eingeengt. Der Tetramethylester krystallisiert 
auf Zusatz von Methanol in langen griinen verfilzten Nadeln aus. Schmelz- 
punkt 184°. 

Zur Analyse wurde aus Aceton—Methanol umkrystallisiert. 


4,241 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 9,975 mg CO,, 2,507 mg H,0.— 
2,755 mg Subst. 0,179 eem N, (22°, 714 mm). — 3,910 mg Subst. 7,195 mg AgJ. 
— 5,292 mg Subst. 1,293 mg H,0. 
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CyoHsoN O10 (746,5) 

Ber. C 64,30 H6,76 N17,50 OCH, 24,93 O 21,48 

Gef. ,, 64,15 ,, 6,62 ,, 7,16 » 24,82 ,, 21,69. 

Die Molekulargewichtsbestimmung in der Apparatur von Sucharda 
und Bobransky ergab bei einer Einwaage von 29,8 mg Substanz in 
3,20 g CHCI,(K = 3,88) eine Siedepunktserhéhung von 0,019°. 

Ber. 746,5 Gef. 742. 

Zinksalz des 5-Brom-5’-methoxy-4,4’-dimethyl-3, 3’-diathyl-pyrro- 
methen. Das Zinksalz wird in analoger Weise wie oben dargestelit. Es 
krystallisiert in orangegelben rhombischen Blattchen. Schmelzp. 218°. Es 
ist hygroskopisch. Zur Analyse wurde aus Methanol umkrystallisiert. 

5,017 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 9,250 mg CO,, 2,271 mg H,O. — 
4,049 mg Subst. 7,527 mg CO,, 1,790 mg H,O. — 3,403 mg Subst. 0,245 eem N, 
(24°, 718 mm). — 4,808 mg Subst. 2,568 mg AgJ. — 4,966 mg Subst. 
2.448 mg AgBr. 

C,,H,)N,O,Br,Zn (737,4) 


Ber. C 52,07 H 5,42 N 7,60 OCH, 8,41 Br 21,70 
Gef. ,, 50,28, 50,70 ,, 5,22,4,95 ,, 7,82 » 1,05 » 20,98. 


Iso-atioglaukobilin. 1 g 5-Brom-5’-methoxy-4,4’-dimethyl-3, 3’-diithy]- 
pyrromethen wird in 20.cem 40°/, Formalin aufgeschlimmt und nach Zusatz 
von 10 cem konzentriertem HCl 2 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt. Nach 
dem Erkalten wird die blaugriine Lésung in 2 Liter CHCl, gegossen und 
neutral gewaschen. Nach Einengen der CHCl,-Lésung auf 20 cem wird 
zur Trennung von nicht umgesetztem Ausgangsmaterial an Al,O, chromato- 
graphiert. Entwickelt wird mit Chloroform-Ather im Verhiiltnis 3:1. Das 
Iso-iitioglaukobilin wird nur wenig festgehalten. Nach Einengen der ge- 
reinigten Chloroform-Ather-Lisung krystallisiert es auf Zusatz von Methanol 
in rotvioletten Prismen aus. Schmelzpunkt. Es sintert bei 283°. 

Zur Analyse wurde aus Aceton—Methanol umkrystallisiert. 


3,626 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 9,963 mg CO,, 2,600 mg H,O. — 
5,576 mg Subst.: 0,866 cem N, (21°, 717 mm). 
C;,HjgN,O, (498,4) Ber. C 74,64 H7,70 N 11,25 
Gef. ,, 75,14 ,, 805 ,, 11,21. 


Kupplung von 5-Methoxy-4, 4’-dimethyl-3,3’-diathyl-pyrromethen. 
30 mg des durch katalytische Reduktion nach Busch aus 5-Brom-5’-methoxy- 
4,4’-dimethy]-3, 3’-diithyl-pyrromethen dargestellten a-freien Methoxypyrro- 
methens werden in wenig Chloroform und Methanol gelést und mit Benzol- 
diazoniumchlorid gekuppelt. Auf Zusatz eines Tropfens konzentrierter HCl 
krystallisiert nach Stehen iiber Nacht das Hydrochlorid des Azofarbstoffes 
in prachtigen, makroskopischen, griinen Prismen aus. Schmelzp. 143° Zur 
Analyse wurde aus Aceton-Methanol-Salzsiure umkrystallisiert. 

4,244 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 10,229 mg CO,, 2,400 mg H,0. — 
3,668 mg Subst.: 0,504 eem N, (22°, 717 mm). — 4,437 mg Subst.: 1,669 mg 
AgCl. 

C.,H,sN,OC1 (384,8) Ber. C 65,49 H6,56 N 14,57 Cl 9,22 
Gef. ,, 65,75 ,, 6,33 ,, 14,98 » 9,81. 
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1’,8’- Dimethoxy-1,4,5,8-tetramethyl-2,3,6,7 -tetraathy]l - bispyrro. 
methen. 1 g 5-Brom-5’-methoxy -4,4’-dimethy]-3, 3’ - diathyl - pyrromethen 
werden in 400 ccm Methanol gelést und unter Zusatz von 45 cem 10°), icem 
methylalkoholischem Kali und 2g Buschkatalysator (Pd-CaCO,) 86 Stunden 
am RiickfluB gekocht. Nach dem Erkalten wird vom Katalysator abfiltriert 
und dieser ein paar Mal mit Aceton gewaschen. Die rote, gelbfluorescierende 
Lésung wird mit 1'/, Liter Wasser versetzt und mit verdiinnter Essigsijure 
lackmussauer gemacht. Diese wibrige Losung wird 3—4mal mit je '/, Liter 
CHCl, ausgeschiittelt und die vereinigten Ausziige mit Soda und dann 
3—4mal mit destillierten Wasser gewaschen. Nach Trockenfiltrieren wird 
die CHCI,-Lésung eingeengt und zur Reinigung chromatographiert. Als 
Adsorptionsmittel dient wieder Al,O,. Dadurch wird das Dimethoxy-di- 
pyrromethen von anderen, in sehr geringer Menge vorhandenen Farbstofien 
und von nicht umgesetztem Ausgangsmaterial getrennt. Die CHCI,-Lisung 
wird auf ein kleines Volumen eingeengt und das restliche Chloroform durch 
Methanol verdringt. Das Dimethoxy-dipyrromethen krystallisiert beim 
Erkalten in langen, griinschillernden Nadeln aus. Schmelzp. 247°. 

Zur Analyse wurde aus Aceton—Methanol umkrystallisiert. 


3,437 mg Subst. (bei 50°i. Hochv. getr.): 9,376 mg CO,, 2,604 mg H,O. — 
1,775 mg Subst.: 0,179 cem N, (25°, 715 mm). — 2,847 mg Subst.: 2,590 mg AgJ. 


Cy.H,.N,O, (514,5) Ber. C 74.63 H 8,25 N 10,89 OCH, 12,07 
Gef. , 74,40 ,, 8,38  ,, 10,87 yy 12,02. 


Palladiumsalz aus 5,5’-Dibrom-4,4’-dimethyl-3, 3’-dipropionsaure- 
dimethylester-pyrromethen durch Umsetzung mit Pd-Ca00,. 2¢ 
5,5’ - Dibrom - 4, 4’ - dimethy] - 3, 3’ - dipropionsiure - dimethylester - pyrromethen 
werden in 400 ccm Methanol gelést und unter Zusatz der 3fachen Menge 
Pd.CaCO, 48 Stunden am RiickfluB gekocht. Die Lésung firbt sich dabei 
dunkelrot. Nach dem Erkalten wird vom Katalysator abfiltriert und dieser 
ein paar Mal mit Ather ausgewaschen. Die alkoholische Lésung wird auf 
ein kleines Volumen eingeengt und in 3 Liter Ather gegossen. Der Ather 
wird 2—3mal mit destilliertem Wasser gewaschen, um den Alkohol zu 
entfernen und dann eingeengt. Durch Chromatographieren an Al,O, trennt 
man das Palladiumsalz von anderen Farbstoffen und nicht umgesetztem 
Ausgangsmaterial. Beim Einengen der iitherischen Lésung krystallisiert das 
Palladiumsalz auf Zusatz von Methanol in priachtigen braunen Prismen aus. 
Schmelzp. 168°. 

Zur Analyse wurde aus Aceton—Methanol umkrystallisiert. 

4,272 mg Subst. ergibt 0,550 mg Riickstand (Pd). — 4,272 mg Subst. 
(bei 40° i. Hochv. getr.): 7,600 mg CO,, 1,940 mg H,O. — 38,738 mg Subst.: 
0,211 cem N, (24°, 715 mm). — 4,574 mg Subst.: 4,017 mg AgJ. — 4,535, 
5,009 mg Subst.: 1,410, 1,884 mg AgBr. 

C,,H,.N,O,PdBr, (949) 

Ber. C 48,05 H 4,47 N 5,91 OCH, 13,07 Br 16,84 Pd 11,24 
Gef. ,, 48,52 ,, 5,08 , 610 ,, 13,34 ,, 18,22, 16,01 ,, 12,88. 

Die Molekulargewichtsbestimmung in der Apparatur von Sucharda 
und Bobransky ergab bei einer Einwaage von 38,7 mg Substanz in 8,20 g 
CHCl, (K = 3,88) eine Siedepunktserhéhung von 0,018°. 

Ber. 949 Gef. 1018. 
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1’,8’-Dichlor-1, 4,5, 8-tetramethyl1-2,3,6,7-tetrapropionsaure-tetra- 
athylester- -dipyrromethen. Man list 50 mg Athylester obigen Palladium- 
salzes in Aceton oder Alkohol und versetzt mit 1 ccm konzentriertem HCl. 
Die Lésung firbt sich sofort griin. Nach 10 Minuten Stehen wird die 
Lésung in 500 cem CHCl, gegossen und neutral gewaschen. Man schiittelt 
einmal mit verdiinntem NaOH durch um eventuell verseiftes Material zu 
entfernen. Nach Neutralwaschen und Trockenfiltrieren engt man die nun 
intensiv blau gefirbte, stark rotfluorescierende CHCl,-Lésung ein. Auf 
Zusatz von Athanol krystallisiert der Dichlorkérper in verfilzten, dunkel- 
griinen Nadeln aus. Schmelzp. 241° 

Zur Analyse wurde mehrmals aus Aceton—-Athanol umkrystallisiert. 


4,087 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 10,217 mg CO,, 2,390 mg H,O. — 
3,969 mg Subst.: 0,241 cem N, (25°, 719 mm). — 4,003 mg Subst.: verbr. 
n/100-NaOH 0,891 ccm. — 3,237 mg Subst.: 8,748 mg Agu. 


Das Halogen wurde nach der Methode von Zacher! und Krainich’) 
bestimmt. 

C,,H;,N,0,Cl, (811,5) 

Ber. C 62,11 H 6,47 N 6,91 Cl 8,74 OC,H, 22,21 

Gef. ,, 63,04 ,, 6,54 , 658 ,, 7,89 yy ~—«22,21. 


1’,8’-Dibrom-1,4,5,8-tetramethyl-2,3,6,7-tetrapropionsaure-tetra- 
methylester-bispyrromethen. Das Dibrom-dipyrromethen wurde in ana- 
loger Weise mit 48°/,iger Bromwasserstoffsiure dargestellt. Es krystallisiert 
aus Aceton-Methanol in langen, griinen, verfilzten Nadeln. Schmelzp. 225°. 


4,457 mg Subst. (bei 40°i. Hochv. getr.): 9,024 mg CO,, 2,029 mg H,O. — 
3,414 mg Subst,: 0,222 cem N, (22°, 719 mm). — 3,331 mg Subst.: 1,482 mg 
AgBr. 

(,.H,,N,O,Br, (844,83) Ber. C 54,01 H 5,26 N 6,64 Br 18,93 
Get . 59 , 500 , 712 4 19,97. 


1’,8’- Dijod -1,4,5,8- tetramethyl -2,3,6,7-tetrapropionsaure-tetra- 
methylester-bispyrromethen. 50 mg Methylester des Palladiumsalzes 
werden in Aceton gelést und mit 3 ccm HJ versetzt. Die Lésung fiirbt 
sich sofort griin und wird sogleich in 500 cem Chloroform gegossen. Dann 
wird mit Natriumthiosulfat geschiittelt und neutral gewaschen. Nach Ein- 
engen der CHCI,-Lésung krystallisiert das Dijod-dipyrromethen in langen, 
bronzeglinzenden, griindurchscheinenden Prismen auf Zusatz von Methanol 
aus. Schmelzp. 237°, 

Zur Analyse wurde aus Aceton umkrystallisiert. 

4,584 mg Subst. (bei 40° i. Hochv. getr.): 8,396 mg CO,, 1,864 mg H,O. — 
3,574 mg Subst.: 0,216 cem N, (21°, 715 mm). — 3,662 mg Subst.: 3,698 mg Agu. 
C..H,,N,O,J, (988) Ber. C 48,61 H 4,74 N5,97 OCH, 13,22 

Gef. ,, 49,95 ,, 4,55 ,, 6,09 » 1004. 


Reduktion des Dichlor-dipyrromethens mit Zink-Eisessig. 50 mg 
obigen Dichlor-dipyrromethens werden in Eisessig gelést und unter Zusatz 
von Zinkstaub auf dem Wasserbad erwirmt. Sobald sich die Lésung gelb 


') Pregl-Roth, 1935, S. 138. 
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Be 


gefirbt hat, wird vom Zink abfiltriert und in 250 eem CHCl, gegossen. Der 

Eisessig wird durch Schiitteln der Chloroformlésung mit Soda entfernt und 

diese dann neutral gewaschen. Beim Einengen krystallisiert auf Zusatz yop 

Athanol das Monochlor-pyrromethen in gelben Prismen aus. Schmelzp. 147°, 
Zur Analyse wurde aus Aceton-Athanol umkrystallisiert. 


4,560 mg Subst. (bei 50° i. Hochy. getr.): 10,349 mg CO,, 2,700 mg 
H,O. — 38,895 mg Subst.: 0,235 cem N, (23°, 723 mm). — 3,559 mg Subst: 
3,910 mg AgJ. 


C,,H,,N,0,Cl (406,8) Ber. C 61,95 H669 N 6,89 OC,H, 22,15 
Gef. , 61,90 ,, 663 ,, 6,62 «21,11, 


Palladiumsalz des 5,5’- Dibrom-4,4’-dimethyl-3,3’- diathyl- -pyrro. 
methens durch Umsetzung mit Pd—CaC0,. 1 g 5,5’-Dibrom- 4,4’-di- 
methy1]-3,3’-diithyl-pyrromethen wird in 400 cem Athanol geloést und unter 
Zusatz von 3 g Pd—CaCO, 48 Stunden lang am RiickfluB gekocht. Nach 
dem Erkalten wird vom Katalysator abfiltriert und in 3 Liter Ather gegossen. 
Durch mehrmaliges Waschen mit destilliertem Wasser wird der Alkohol 
entfernt und die dtherische Lésung eingeengt. Durch Chromatographieren 
an Al,O, kann man das Palladiumsalz von nebenbei entstandenen Farbstoffen 
trennen, nicht aber vom Ausgangsmaterial. Dies gelingt durch fraktionierte 
Krystallisation aus Aceton-Athanol. Das Palldiumsalz krystallisiert in rot- 
braunen Prismen. Es schmilzt bis 320° nicht. 

Zur Analyse wurde mehrmals aus Aceton-Athanol umkrystallisiert. 


4,410 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 8,23 mg CO,, 2,014 mg H,0. — 
3,871, 3,712 mg Subst.: 0,275 (23°, 718 mm), 0,258 (25°, 716 mm) cem N,. — 
3,299 mg Subst.: 1,738 mg AgBr. 

Riickstandbestimmung: 1. 6,312 mg Subst.: 0,985 mg Riickstand. — 
2. 3,452 mg Subst.: 0,515 mg Riickstand. 


C;,H,,N,PdBr, (716,9) 

Ber. C 50,22 H 4,79 N 7,82 Br 22,29 Pd 14,84 
Gef. ,, 50,90 Sat « 324, 250 9 22,42 » 15,61, 14,92. 

1’,8’- Dichlor - 1,4,5,8 - tetramethyl - 2,3,6,7 - tetraathy] - dipyrro- 
methen. 50g Palladiumsalz werden in Aceton geliést und mit 1 ccm kon- 
zentrierter HCl versetzt. Die Lésung firbt sich grasgriin. Nun wird in 
1 Liter Ather gegossen und der Dichlorkérper durch Abstumpfen der HCl 
mit NH, in den Ather getrieben. Nach Neutralwaschen wird die blaue, 
intensiv rotfluorescierende Liésung eingeengt. Auf Zusatz von Athanol 
krystallisiert das Dichlor-dipyrromethen in langen, griinschillernden Prismen 
aus. Schmelzp. 291°. 


3,958 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 10,000 mg CO,, 3,430 mg H,0. — 
3,206 mg Subst.: 0,330 ecm N, (27°, 719 mm). — 4,338 mg Subst. verbrauchten 
n/100-NaOH 1,732 ccm. 
C,,H;,N,Cl, (528,3) Ber. C 68,79 H6,95 N 10,71 Cl 13,56 
Gef. ,, 68,90 5, 6,87 , 11,08 » 14,1T. 
Die Molekulargewichtsbestimmung in der Apparatur von Sucharda 
und Bobransky ergab bei einer Einwage von 35,4 mg Substanz in 8,20 8 
CHCl, (K = 8,88) eine Siedepunktserhéhung von 0,031°. 
Ber. 523,3 Gef. 540. 











